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1. Einleitung 
 
 
 
1.1    Weichgewebsdefekte in der Plastischen Chirurgie 
 
Die Plastische Chirurgie basiert auf vier verschiedenen Teilgebieten und beinhaltet 
die Verbrennungschirurgie, die rekonstruktive Chirurgie, die Handchirurgie und die 
ästhetische Chirurgie. [72] Die Rekonstruktion von ausgedehnten 
Weichgewebsdefekten nimmt dabei in allen vier Bereichen eine wichtige Rolle ein.  
Weichgewebsdefekte können u.a. kongenital, traumatisch, etwa nach 
Verbrennungen oder tumorbedingt auftreten und stellen nach wie vor eine große 
Herausforderung für die plastische Deckung dar.  
Heutzutage stehen in der Plastischen Chirurgie mehrere Verfahren zur Verfügung, 
um Weichgewebsdefekte adäquat zu decken. Hier bieten sich zum Beispiel 
verschiedene Lappenplastiken, die Implantation von synthetischen Materialien, das 
Einbringen von Fettgewebs- oder Dermisstücken oder das Unterspritzen mittels 
Fettgewebe, welches durch Liposuktion (Fettabsaugung) gewonnen werden kann, 
an. 
Als Methode der ersten Wahl werden gegenwärtig Lappenplastiken zur 
Weichgewebsdeckung eingesetzt. Das allgemeine Prinzip von Lappenplastiken 
beruht darauf, Weichgewebe aus Arealen zu entnehmen, in denen es im Überschuss 
zur Verfügung steht oder in denen es durch eine Hauttransplantation ersetzt werden 
kann. Das entnommene Gewebe steht zum Verschluss von Weichgewebsdefekten 
zur Verfügung, um freiliegende funktionelle Strukturen, wie z.B. Knochen, Sehnen, 
Gefäße etc., zu bedecken. [73, 74] Lokale und gestielte Lappenplastiken basieren 
hierbei auf der Transplantation oder Transposition von Weichgewebe aus der 
direkten oder unmittelbaren Umgebung, wohingegen die Entwicklung der 
Mikrochirurgie im Verlauf des letzten Jahrhunderts die freie mikrovaskuläre 
Lappenplastik aus entfernten Körperregionen ermöglicht hat. Die Weichteile können 
hierbei mit Hilfe von Muskelgewebe als muskulokutaner Lappen (z.B. M. latissimus 
dorsi Lappenplastik) oder mit fasziokutanem Lappen (z.B. deep inferior epigastric 
perforator flap = DIEP-flap) mikrochirurgisch versorgt werden. [64] Bei ausgedehnten 
Lappenplastiken müssen jedoch unter Umständen funktionelle Defizite im Bereich 
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der Hebestelle in Kauf genommen werden, um eine ausreichende 
Weichteilbedeckung sicher zu stellen. Des Weiteren verbleibt bei allen 
Lappenplastiken, insbesondere bei freien mikrovaskulären Lappen, das Risiko einer 
Nekrose oder Infektion, was sekundär zu weiteren operativen Interventionen führen 
kann.  
Für Weichteildefekte, bei denen eine ausreichende dermale Bedeckung gegeben ist, 
besteht alternativ die Möglichkeit der Gewebeaugmentation mit biokompatiblen, 
synthetischen Materialien wie Silikon für Mammaimplantate oder Gewebeexpander.  
Synthetische Biomateralien führen zwar in Abhängigkeit von ihrer Biokompatibilität in 
der Regel nicht zu Abstoßungsreaktionen im Sinne einer immunologischen 
Frühreaktion, dennoch können individuelle und unvorhersehbare 
Fremdkörperreaktionen auftreten, die sekundär eine Kapselfibrose mit 
Schmerzsymptomatik und unbefriedigenden, ästhetischen Ergebnissen zur Folge 
haben. Diese Komplikation kann als Immunreaktion vom Typ IV erst nach mehreren 
Jahren in Erscheinung treten. [87] Die Anwendung von texturierten 
Mammaimplantaten in den letzten Jahren senkte die Inzidenz der Kapselfibrose nach 
Mammaaugmentation. [32] Daher stellt diese Methode im Bereich der 
Mammaaugmentation weiterhin den Goldstandard dar. Jedoch wünschen viele 
Patientinnen in zunehmendem Maße den Weichgewebsaufbau mit körpereigenem 
Material. Aufgrund dessen bevorzugen viele plastische Chirurgen im Rahmen von 
rekonstruktiven Operationen nach Mammakarzinom die Verwendung von 
körpereigenem Gewebe. Die kontinuierlich ansteigende Inzidenz des 
Mammakarzinoms in den Industrienationen [58] und die damit verbundene hohe 
Anzahl der Mammarekonstruktionen in den letzten Jahren [25] führte zu einer 
gesteigerten Nachfrage  für  Brustrekonstruktionen mittels körpereigenem Gewebe. 
Bislang wurde dieser Brustaufbau vor allem mit freien mikrovaskulären 
Lappenplastiken ermöglicht. Eine weniger invasive Methode der 
Mammarekonstruktion mit körpereigenem Gewebe, ohne die begleitende 
Komorbidität durch die Entnahme, wäre von großem Vorteil für die Patienten, 
insbesondere da die Optionen der Rekonstruktion bei schlanker Statur der Patientin 
limitiert sind. 
Ein körpereigenes Material, dass in der Lage ist Struktur und Form der 
Empfängerstelle, insbesondere im Bereich der Mamma, morphologisch und 
funktionell zu ersetzten, kann auf der Basis der Fettgewebstransplantation hergestellt 
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werden. Daher sind in der Literatur seit über hundert Jahren Publikationen über die 
autologe, heterotope Fettgewebstransplantation zu finden. Fettgewebe wurde schon 
in vielen operativen Bereichen als Füllmaterial benutzt, wie z.B. beim Füllen von 
Knochendefekten nach Osteomyelitis oder zur Auffüllung von Duradefekten [10, 60, 
82], jedoch führten viele dieser Ansätze eher zu enttäuschenden Resultaten. Meist 
wurde eine fibrotische Umwandlung des Transplantats im Rahmen einer 
Fremdkörperreaktion mit resultierender Kapselbildung beschrieben. [9, 29, 70]  
Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Implantats, das auf einem resorbierbaren 
Gel mit transplantierten Fettgewebsvorläuferzellen (Präadipozyten) beruht. Mit Hilfe 
dieses biokompatiblen Gels soll die Überlebenszeit der transplantierten 
Fettgewebszellen gesteigert und die Fremdkörperreaktion vermindert werden. Im 
Idealfall soll somit durch die neuartige gewebetechnologische Herstellung (Tissue 
Engineering) von Fetttransplantaten eine Alternative zur herkömmlichen autologen 
Fettgewebstransplantation aufgezeigt werden. 
 
1.1.1. Fettgewebstransplantation zur Gewebeaugmentation 
 
Die erste freie Verpflanzung von Fettgewebe wurde von Neuber im Jahre 1893 
dokumentiert. [67] Neuber postulierte unter anderem, dass Transplantate eine 
höhere Überlebensfähigkeit aufweisen je kleiner sie sind. Als oberste Grenze für die 
Größe eines Fettgewebstransplantats legte er die Größe einer Mandel fest. Er prägte 
auch den Satz „Je kleiner das Stück, desto sicherer der Erfolg". [67] Peer (1956) 
bestätigte später diese Beobachtung, indem er nachwies, dass das Überleben des 
Transplantats mit der Durchblutungssituation zusammenhing, die sich zum Zentrum 
des Transplantats hin reduziert. [75] Die reduzierte Perfusion erklärt sich durch das 
Fehlen von Anastomosen zwischen den Kapillaren des Transplantats und des 
Empfängerareals. Der Vorteil der Verpflanzung von kleinen Transplantaten ist der 
frühzeitige Gefäßanschluss an das Transplantatbett mittels Inoskulation. [40] Durch 
die Verwendung von möglichst kleinen Gewebsstücken kann die Überlebensrate von 
freien Fettgewebstransplantaten somit deutlich erhöht werden. [28, 84]  
Eine alternative Methode der Fettgewebsaugmentation, die in den letzten drei 
Jahrzehnten zunehmend etabliert wurde, ist die Verwendung von mittels Liposuktion 
gewonnenem Fettgewebe. Die Liposuktion ist ein Verfahren, in dem durch Sog 
Fettgewebe über eine spezielle Kanüle abgesaugt wird. Dieses Verfahren bietet die 
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Möglichkeit zur gezielten Fettdepotreduktion und Konturveränderung im Bereich des 
Unterhautfettgewebes. [11, 42]  
Heute wird die autologe Fettgewebstransplantation zumeist auf der Basis der 
Fettgewinnung durch Liposuktion durchgeführt. Bislang wurden mehrere Methoden 
für die Fettgewinnung beschrieben, wobei die Verwendung einer atraumatischen 
Liposuktionskanüle und das Ausmaß des angewandten Soges als die wichtigsten 
Aspekte bei der Fettgewinnung betrachtet werden. [75] Die Implantation des so 
gewonnenen Fettgewebes erfolgt nach mehrfachem Waschen in isotoner 
Kochsalzlösung, bei der die Fettgewebsteile von der flüssigen Phase (Blut und 
Fettemulsion) separiert werden. Im Anschluss erfolgt die Implantation durch eine 
lokale subkutane Injektion im Bereich der zu augmentierenden Region. [20] Klinisch-
experimentelle Studien belegen jedoch, dass ein Großteil des injizierten Fettgewebes 
eine Mischung von lebenden und bereits abgestorbenen Zellen darstellt. [70, 85] 
Laut Smahel (1989) ist das bei der Liposuktion gewonnene Material eine Ölemulsion 
vermischt mit Blut und vereinzelten Fettgewebsstücken.[84] Der Verlust von 
Gewebemasse im weiteren Verlauf ist demnach vorbestimmt. Teilweise wurden 
Gewebsmassenverluste von bis zu 90 % gemessen, was sogar noch die von Peer 
(1956) gemessenen, durchschnittlichen Verluste von 50 % übersteigt. [85]  
Trotz des teils erheblichen Verlustes an transpantiertem Fettgewebe und der damit 
verbundenen Problematik, ist die Fetttransplantation mittels Liposuktion ein weit 
verbreitetes Verfahren. Die Möglichkeit, autologes Gewebe zu transplantieren, die 
Einfachheit des technischen Verfahrens und die geringe Invasivität bieten dem 
plastischen Chirurgen eine attraktive Methode. In diesem Zusammenhang lag der 
Fokus vieler Studien auf der Minimierung des geweblichen Massenverlustes nach 
Injektion. Die untersuchten Methoden reichen vom oben genannten „Waschen“ mit 
isotonischer Kochsalzlösung bis hin zum Zufügen von Insulin, Steroiden und 
vereinzelt auch Wachstumsfaktoren. [68] Statistisch signifikante Unterschiede in 
remanenter Masse und Größe, je nach Behandlung des Fettgewebes, waren jedoch 
nicht nachweisbar. [63] 
 
1.1.2. Aufbau und Funktionen des Fettgewebes 
 
Adultes Fettgewebe ist ein reichlich vaskularisiertes Gewebe, in der jede Fettzelle mit 
einer Kapillare in Verbindung steht. [8] Reife Adipozyten sind funktionell eingebettet 
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in die Extrazellulärmatrix und werden von Gefäßen und verschiedenen Zellarten 
umgeben (Fibroblasten, Fibrozyten, Endothelzellen, Präadipozyten). 
Die mechanische Festigkeit des Fettgewebes wird erreicht durch eine Vielzahl von 
dreidimensional konfigurierten interzellulären Strukturen, die aus Kollagen Typ IV, V 
oder Laminin zusammengesetzt sind. [65] Über spezifische, an der Zellwand 
exprimierten, Zelladhäsionsmoleküle (z.B. Integrine) werden Zell-Zell Kontakte 
vermittelt und damit eine sehr hohe interzelluläre Stabilität erzielt. [4, 14, 17, 24] 
Kollagenfibrillen spielen im Aufbau des Gewebes eine zentrale Rolle, denn sie sind 
nicht nur in Abhängigkeit vom Kollagentyp von unterschiedlicher Natur für die 
Konsistenz und die mechanischen Eigenschaften, sondern  bieten darüber hinaus 
auch wichtige Zell-Matrix Bindungen. [78] 
Aufgrund der fettgewebespezifischen Zellpopulation kann Fettgewebe histologisch 
als eine Sonderform des retikulären Bindegewebes klassifiziert werden. [47] 
Manche Autoren gehen soweit, Fettgewebe als ein eigenständiges Organ 
anzusehen. [40] Es hat nicht nur, wie oft fälschlicherweise angenommen, die 
Funktion eines dauerhaften Energiespeichers, sondern stellt auch einen 
bedeutsamen Faktor für den menschlichen Körper als Schutzmechanismus vor 
mechanischen Irritationen dar. Bisher existiert kein synthetisches Material, das auch 
nur annähernd die Aufgaben, die an das menschliche Fettgewebe gestellt werden, 
bewältigen könnte. Daher wäre die Möglichkeit Fettgewebe in ausreichendem Maße 
zu generieren ein großer Schritt für das Tissue Engineering, die Plastische Chirurgie 
und das Wohl der Patienten. 
 
1.2 Tissue Engineering (Gewebezüchtung) 
 
Als alternativer Ansatz zu den bisherigen Therapiemöglichkeiten entwickelte sich ein 
neues Konzept, indem man körpereigenes Gewebe in vitro zu bilden versucht, das 
später die Aufgabe des zerstörten Gewebes in vivo übernehmen soll. Dazu wird ein 
funktionelles Gewebskonstrukt hergestellt, das nach Belieben eingesetzt werden 
kann. 
Erste Erfolge im Tissue Engineering wurden bei der Expansion von Keratinozyten für 
die Herstellung von Keratinozytensheets erzielt. [50] Diese Methode konnte bereits 
im klinischen Sektor zur Anwendung gebracht werden und erweitert die 
therapeutischen Optionen bei der Deckung von Schwerstverbrannten mit 
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körpereigener Haut. Das bereits seit über einem Jahrzehnt klinisch angewandte 
Verfahren hat den Verschluss von großflächigen Verbrennungen ermöglicht. [50] 
 
1.2.1 Prinzipien der Herstellung von artifiziellem Fettgewebe 
 
Es gibt drei grundlegende Ansätze im Bereich des Tissue Engineering, die Langer 
und Vacanti wiederholt erläutert haben: [54, 55, 92] 
 
I.Ein durch eingebrachte Botenstoffe induziertes Zellwachstum an definierter Stelle 
II.Ein mit Zellen versetztes Trägermaterial, das bei Implantation ein zelluläres 
Gebilde wird 
III.Eine Mischung von Zellmaterial, Trägerstoff und Botenstoffen 
 
Als Beispiel für die erste Gruppe tauchen in der Literatur viele verschiedene 
Prinzipien auf, die zumeist Wachstumsfaktoren, wie z.B. bFGF, IGF oder VEGF 
verwenden. Der Einfluß von “platelet-derived growth factor (PDGF)” sowie “epidermal 
growth factor (EGF)” auf die Differenzierung von Präadipozyten wurde in mehreren 
Studien untersucht. Ein wiederholt untersuchtes Material in diesem Zusammenhang 
ist Matrigel. [19, 48, 88] Matrigel ist ein Auszug der Extrzellulärmatrix (ECM) und 
enthält unter anderem eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren. 
Eine der Arbeiten, die auf diesem Prinzip beruht wurde 1998 von Kawaguchi 
veröffentlicht. [48] Durch die subkutane Injektion von Extrazellulärmatrixkomponenten 
(Matrigel) konnte ein Wachstum von Fettgewebe an der Injektionsstelle beobachtet 
werden. Cassell zeigte, dass auch Poly-D,L-lactat-co-glycol Säure (PLGA) ein 
potenter Gewebsinduktor ist. [19]  
In Projekten, die der zweiten Gruppe entsprechen, wurden verschiedenste 
Materialien verwendet und mit unterschiedlichsten Zellen besiedelt. So wurde zum 
Beispiel Urothel auf einem Kollagennetz gezüchtet, Chondroblasten in Gelen 
suspendiert und Adipozyten auf Kollagen- und Hyaluronsäure-Schwämmen 
angesiedelt. [1, 23, 37, 61, 71] Ein Hauptproblem bei der Implantation von 
biokompatiblen Materialien ist, dass diese eine Fremdkörperreaktion auslösen 
können und damit bei einer Implantation eine potentielle Gefährdung der 
transplantierten Zellen darstellen. Um dieses Risiko zu minimieren, werden die 
Trägermaterialen aus körperähnlichen Substanzen hergestellt, wie zum Beispiel 
   6
Hyaluronsäure, Kollagen, Alginat oder ähnlichen Geweben. [1, 23, 37, 61, 71] Bisher 
konnte jedoch keines dieser Materialien den entscheidenden Fortschritt erbringen. 
Gelartige Substanzen könnten im Gegensatz zu Gittern, Vliesen oder Schwämmen 
die gleichmäßige Ausbreitung und Ernährung transplantierter Zellen ermöglichen. 
Dies bietet einen Vorteil gegenüber den bisherigen Ansätzen auf diesem Gebiet. 
Die dritte Möglichkeit zur Herstellung von körpereigenem Gewebe basiert auf einer 
Kombination der ersten beiden Prinzipien. Sie beruht auf einer Vermischung von 
Botenstoffen mit einem Trägermaterial und/oder transplantierten Zellen und stellt die 
komplexeste Möglichkeit in der Gewebetechnologie dar. So konnte bei Kawaguchi et 
al. z.B. die de novo-Adipogenese in einem ECM-Gel durch Zugabe von bFGF 
gesteigert werden, was Tabata et al. in späteren Versuchen noch bestätigte. [48, 88] 
Jedoch stehen all diese Möglichkeiten trotz ihres Potentials noch am Anfang. Denn 
bisher ist die Erzeugung von artifiziellem Gewebe weiterhin limitiert, insbesondere 
aufgrund der Vaskularisation. Eine gründliche Forschung auf dem Gebiet der 
Vaskularisation von artifiziellem Gewebe als auch der Biokompatibilität von 
implantierbaren Materialien muss erfolgen um im Laufe der Zeit den idealen 
Gewebsersatzstoff für die verschiedenen Applikationen im Tissue Engineering zu 
finden. 
 
1.3 Gele für die de novo-Adipogenese 
 
Bisherige Ansätze im Bereich der de novo-Adipogenese basierten auf Matrigel. 
Matrigel, ein Auszug von Extrazellulärmatrix aus dem Engelbreth-Holm-Swarm 
Tumor der Maus, stellt ein weit verbreitetes Produkt dar, dem in vielen verschiedenen 
Studien gewebsinduzierende Fähigkeiten zugesprochen wurden. [19, 79, 88] Es ist 
damit als Goldstandard im Bereich der de novo-Adipogenese zu sehen. Ein Gel auf 
Basis von Hyaluronsäure wird in der vorliegenden Studie als Vergleichsmaterial 
gewählt, da es sich in verschiedenen Anwendungen als biokompatibel erwiesen hat. 
Die lange Gewebsverweildauer dieses Gels sowie die Prädikate der 
Körperverwandtschaft und Resorbierbarkeit stellen Eigenschaften dar, die eine 
positive Auswirkung auf die Vitalität von transplantierten Zellen haben. [7] Als drittes 
Material kommt ein Gel auf Basis von Kollagen zum Einsatz. Aufgrund der positiven 
Erfahrungen in unserer Arbeitsgruppe im Bereich der Zellkultur von Fibroblasten in 
Verbindung mit diesem Gel, soll sowohl die Verwendbarkeit dieses Gels bei in vivo-
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Versuchen als auch die Auswirkung von Kollagengel auf die de novo-Adipogenese 
untersucht werden. Sowohl Kollagengel (Collagen G) als auch Hyaluronsäuregel 
(HYADD-3) wurden mit in vitro kultivierten, humanen Präadipozyten besiedelt. 
Somit werden drei verschiedene Trägermaterialien miteinander verglichen, die nach 
Vaskularisationsart und Implantationsdauer ausgewertet werden. Dieser 
Versuchsaufbau ermöglicht Rückschlüsse auf die gewebsinduzierende Wirkung der 
eingesetzten gewebetechnologischen Konstrukte und auf das erforderliche Ausmaß 
der Vaskularisation bei der Implantation von gelbasierten Matrizen. Diese 
Fragestellung kann aufgrund der verschiedenen Explantationszeitpunkte von 20 und 
40 Tagen im Verlauf verfolgt werden.  
 
 
1.4 Fragestellung 
 
Diese Studie geht den folgenden Fragen nach: 
  
1. Welches gewebetechnologische Konstrukt induziert eine deutlichere de 
novo-Adipogenese? Ein reines Extrazellulärmatrixgel-Modell oder 
Gelimplantate auf Basis von Hyaluronsäure oder Kollagen, die mit 
Präadipozyten besiedelt sind? 
2. In welchem Ausmaß induziert Matrigel, als Standard in der de novo-
Adipogenese Forschung, spezifisch Fettgewebe? 
3. Welche Vaskularisationsart hat einen positiven Effekt auf die de novo-
Adipogenese – randomisierte oder axiale Vaskularisation? 
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2. Materialien 
 
Zelllkultur - Technische Geräte 
Laminar-Airflow (Flow Laboratories GmbH) 
Begasungsbrutschrank (CO2-Autozero, Heraeus) 
Zentrifuge (Minifuge, T-Heraeus) 
Laborwaage (Sartorius Typ 1801) 
Phasenkontrastmikroskop (Telaval 31- Zeiss) 
Zählkammer (Neubauer improved) 
Wasserschüttelbad (GFL 1092/1083) 
Autoklav (Melag Autoklav 23) 
N2-Container (Taylor-Wharton) 
Zentrifugenröhrchen (50 ml konisch – Costar) 
Pipettierhilfe (Pipetboy-Tecnorama) 
Gewebekulturschalen Ø35 mm (Falcon) 
Gewebekulturschalen Ø100 mm (Sarstedt) 
Gewebekulturschalen Ø150 mm (Corning) 
Petrischalen Ø150 mm (Greiner) 
Gewebekulturflaschen 50 ml (Greiner) 
Sterile Pasteurpipetten (230 mm – Brand) 
Pipetten 2 ml (Greiner) 
Pipetten 5 ml (Greiner) 
Pipetten 10 ml (Greiner) 
Pipetten 25 ml (Greiner) 
Elektronisches pH-Meter  
 
Zellkultur-Reagenzien 
Collagenase CLS Typ I 0,2 % (Biochrom) 
FCS, Fötales Kälberserum (Biochrom) 
PBS, Phosphate buffered Saline (Biochrom) 
Trypsin, 0,02 % in PBS (Boehringer Mannheim GmbH) 
1N NaOH (Sigma) 
DMEM, Dulbecco’s modified Eagle Medium (Gibco) 
Ham’s F12 (Biochrom) 
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Penicillin/Streptomycin, 50000 U Penicillin + 50 mg Streptomycin / ml (Boehringer 
Mannheim GmbH) 
Insulin (Boehringer Mannheim GmbH) 
Dexamethason (Sigma) 
EGF, Epidermal growth factor (Biochrom) 
Anheftmedium = DMEM / F12 (3 / 1) + 10 % FCS + 100 U / ml Penicillin + 0,1 mg / ml 
Streptomycin 
Wachstumsmedium = DMEM / F12 (3 / 1) + 10 % FCS + 100 U / ml Penicillin + 0,1 
mg / ml Streptomycin + 10 ng / ml EGF 
 
Gele 
Matrigel (Serva) Chargen Nr. 11825, 11717, 13112, 11430 
Hyaluronsäure-Gel (HYADD-3) (Fidia Advanced Biopolymers, FAB) Chargen Nr. 
162 / 99 und 044 / 01 
Collagen G (Biochrom) 
 
Operationszubehör 
Anatomische Adson-Pinzette 
Chirurgische Adson-Pinzette 
Feine Präparierschere 
Gerade Mikroschere spitz 
Gebogene Mikroschere spitz 
Mikropinzette 
Einzinker-Haken 
Sterile Kompressen 
Steristrips (Beiersdorf) 
Klammergerät Precision (3M) 
Prolene 4 / 0 Faden (Ethicon) 
Diethylether 
Forene (Abbott) 
Ketamin (Sanovi-Ceva) 
Rompun (Bayer) 
Tardomycel (Bayer) 
Octenisept (Schülke und Mayr) 
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Injektionsnadeln 24 G (Terumo) 
Injektionsnadeln 20 G (Terumo) 
1 ml Tuberkulinspritze (Becton Dickinson) 
5 ml Spritze (Braun) 
 
Tiermodell 
Nacktratte HSD:rh-rnu (Harlan, England) 
Keimarmes Tierlabor – Sterilbereich 
Rattenfutter (Herlian Han MR 5, Eggersmann) 
 
Histologie 
Tissue embedding centre (Reichert HistoSTAT – Reichert-Jung) 
Mikrotom (Histoslide – Reichert Jung) 
Mikroskop (Axioskop, Zeiss) 
Objektträger (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik) 
Deckgläser (AL) 
Hämatoxylinlösung 
Eosinlösung 
Red-Oil O – Lösung (0,3 % wässrig) 
Einbettmedium für Kryofixation (Jung) 
Kaisers Glyceringelantine 
Vitroclud-Eindeckmedium (Langenbrinck) 
Glutaraldehyd 
Paraplast (Sherwood) 
Formalin 4% gepuffert (selbst angesetzt) 
2-Methylbutan 
Einbettmedium (Jung) 
Einbettcontainer (Tissue Tek) 
Flüssiger Stickstoff 
Azeton 
Isopropanol (Merck) 
Xylol 
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3. Methodik 
 
3.1 Versuchsaufbau 
 
Bei dem im Folgenden beschriebenen Versuchsaufbau handelt es sich um eine 
Möglichkeit der standardisierten Untersuchung von gelbasierten, 
gewebetechnologischen Konstrukten unter verschiedenen Vaskularisationsarten. 
Aufgrund der Implantation von humanen Zellen wurden immuninkompetente 
Nacktratten für diesen Versuch verwendet. 
48 Nacktratten vom Stamm RH:rnu wurden untersucht, wobei sich die Tiere auf drei 
Hauptgruppen und sechs Untergruppen aufgliederten. 
48 RH:rnu Ratten
16 Tiere mit 
Matrigel
16 Tiere mit 
HYADD-3 + Präadipozyten
16 Tiere mit
Kollagen-Gel + Präadipozyten
8 Tiere 
20 Tage
8 Tiere
40 Tage
8 Tiere 
20 Tage
8 Tiere
40 Tage
8 Tiere 
20 Tage
8 Tiere
40 Tage
 
Abb.1 Aufteilung der Versuchstiere in die 3 Haupt- und 6 Untergruppen 
 
Wie aus Abbildung 1 ersichtlich wurden 6 Gruppen gebildet, die aus jeweils acht 
Tieren bestanden. Die Gruppen unterschieden sich in Bezug auf das implantierte Gel 
und die Implantationsdauer. Jede dieser Untergruppen bestand aus 8 
Versuchstieren. 
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Abb. 2 Um die linke Arteria femoralis implantierte Kammer (blauer Pfeil proximales Gefäßbündel, 
gelber Pfeil distales Gefäßbündel, rotes Oval linkes Knie) 
 
Bei allen Ratten wurde die linke Arteria femoralis superficialis mikrochirurgisch 
präpariert und ein standardisiertes Kastenmodell implantiert. Wenn die Kammer unter 
Durchleitung des Gefäßes zusammengefügt wurde, entstand eine 
Implantationsumgebung mit axialer Vaskularisation. 
Auf der jeweils rechten Seite, die als Kontrolle diente, wurde ebenfalls eine Kammer 
eingesetzt, jedoch ohne ein Gefäß durch die Kammer zu leiten – dies entspricht der 
randomisierten Vaskularisation. Die Vaskularisation erfolgte in diesen Gruppen durch 
eine Öffnung am oberen Pol der Kammer.  
 
3.2 Zellmaterial und Gele 
 
3.2.1 Präadipozyten 
 
Der Präadipozyt ist charakterisiert als die mesenchymale Vorläuferzelle des adulten 
Adipozyten. Es gibt bis heute keine Möglichkeit den Präadipozyten in der Frühphase 
der Differenzierung eindeutig zu identifizieren. In der Literatur zeigen sich mehrere 
Ansätze, die solche eine Identifikation ermöglichen sollen, jedoch konnte bis heute 
keine dieser Methoden einen eindeutigen Marker erbringen. [45] Die  Problematik 
beruht auf der Tatsache, dass lichtmikroskopisch keine Unterschiede zwischen 
Fibroblasten und Präadipozyten bestehen. [13, 45, 59] 
Die Entwicklung des Fettgewebes beginnt mit dem Adipoblasten, der aus dem 
Mesenchym hervorgeht. Der Adipoblast entwickelt sich weiter zum Präadipozyten, 
wobei der Präadipozyt bis ins hohe Alter im adulten Fettgewebe vorkommt. Falls es 
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zur Differenzierung vom Präadipozyten zum Adipozyten kommt, findet zunächst eine 
Einlagerung von kleineren Lipidvesikeln im Stroma des Präadipozyten statt. Mit der 
Zeit akkumulieren diese Lipidvesikel und konfluieren zu einer singulären 
Fettvakuole. In diesem Stadium sind diese Zellen als reife Adipozyten zu 
bezeichnen. Der reife Adipozyt nimmt die typische Siegelringform an, die durch das 
an den Rand Drängen des Zellkerns zustande kommt. [40, 47] 
Die Differenzierung des Präadipozyten zum Adipozyten beruht auf vielen 
verschiedenen parakrinen und endokrinen Faktoren. Bisher konnte ein 
Differenzierungspotential für Trijodthyronin, Dexamethason und Insulin 
nachgewiesen werden. [39, 95] Eine Dedifferenzierung vom Adipozyten zum 
Präadipozyten konnte bisher nicht bewiesen werden. 
 
3.2.2 Zellmaterial 
 
Das hier verwendete Zellmaterial stammt aus plastisch-chirurgischen Eingriffen, die 
in der Klinik für Plastische Chirurgie, Hand- und Verbrennungschirurgie des 
Universitätsklinikums Aachen durchgeführt wurden. Dabei handelte es sich zumeist 
um Material, welches bei Abdominoplastiken, sonstigen Dermolipektomien oder 
Mammareduktionsplastiken gewonnen werden konnte.  
Nach Resektion wurde das Fettgewebe in speziell  bereitgestellte, sterile Behältnisse 
gegeben und ohne Zeitverzögerung in das Labor der Klinik für Plastische Chirurgie 
verbracht. Die Spender wurden unter Angabe der Initialen, Geburtsdatum und 
Resektionsdatum vermerkt. 
 
3.2.3 Gewebspräparation 
 
Die Präparation des Fettgewebes erfolgte nach einem modifizierten Verfahren, das 
von Björntorp beschrieben wurde. [12] Das Fettgewebe wurde in eine zuvor 
gewogene Kulturschale gegeben und gewogen. Daraufhin erfolgten mehrere 
Waschschritte mit Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS). All diese Arbeitsschritte 
sowie die folgenden Arbeitsschritte wurden unter einem Laminar-Airflow unter 
sterilen Bedingungen durchgeführt. 
Im weiteren Verlauf fand eine Zerkleinerung des Fettgewebes mittels einer Schere 
statt, wobei darauf geachtet wurde, den Großteil des Bindegewebes zu entfernen.  
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Es ergab sich eine dementsprechend kleinere Menge von Fettgewebsfragmenten, 
die gewogen wurde. Für die anschließende Zellkultur wurden im Durchschnitt 60 
Gramm reinen Fettgewebes benötigt.  
Zur Auflösung der noch verbleibenden Bindegewebsreste wurde das Fettgewebe mit 
0,2% Kollagenase CLS Typ I für 45 Minuten im Schüttelwasserbad (Schüttelfrequenz 
250 / min) bei 37°C inkubiert.  
Nach der Verdünnung des Gemischs mit Dulbecco’s modified Eagle Medium 
(DMEM, Verhältnis 1:2), wurde dieses für 7 Minuten bei 700 G zentrifugiert. Die 
Zellsuspension, die aus dem so erzielten Zellpellet gewonnen werden konnte, wurde 
mittels eines Filters mit 250 µm Porengröße steril filtriert. Nach erneuter 
Zentrifugation ergab sich die, für die Zellkultur verwendete, Zellsuspension. 
 
3.2.4 Zellkultur 
        
Das zuvor gewonnene Zellpellet wurde in Anheftmedium suspendiert und dann auf 
einer Kulturplatte ausgesät. Die Aussaat erfolgte mit einer Dichte von 30’000 Zellen / 
cm2. Dies wird als Passage P0 bezeichnet. Daraufhin wurden die Kulturplatten für 16 
bis 20 Stunden in einem Brutschrank belassen (37°C, 5 % CO2, 95 % Raumluft).  Am 
nächsten Tag wurde das Anheftmedium gegen Wachstumsmedium ausgetauscht 
(siehe Kapitel 2). Ein Mediumwechsel erfolgte zweitäglich. 
Zum Zeitpunkt der Konfluenz (Zellen bilden einen Zellrasen) wurde das Zellmedium 
abgesaugt und die angehefteten Zellen mehrfach mit PBS gespült. Nach Entfernen 
des PBS wurden 3 ml Trypsinlösung hinzu gegeben. Nach 5 Minuten Inkubation 
konnten die Zellen durch leichtes Klopfen vom Boden der Kulturschale abgelöst 
werden. Um die enzymatische Aktivität des Trypsins zu unterbrechen, wurden 3 ml 
fetales Kälberserum (FCS) hinzu gegeben. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml 
Falcon Röhrchen mit konischem Boden überführt und für zehn Minuten bei 400 g 
zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abpipettiert. Das verbleibende 
Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Suspension des 
Zellpellets in Anheftmedium konnten die Zellen ausgesät werden. Es ergaben sich 
dadurch mehrere Subkulturen. Dies wird als Passage P1 bezeichnet. 
Die Zellen, die in dieser Studie verwendet wurden, stammten aus den Passagen P1 
bis P3. 
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 3.2.5 Gele 
 
In dieser Studie wurden drei verschiedene Gele verwendet: 
 
  I. Matrigel (Serva) 
 II. HYADD-3 (Fidia Advanced Biopolymers S.A.) 
III. Collagen G (Biochrom KG) 
 
Matrigel ist ein Auszug von Extrazellulärmatrix, der aus dem Engelbreth-Holm-
Swarm-Tumor der Maus gewonnen wird. Die Hauptbestandteile dieses Gels sind 
Laminin (ca. 55 %), Collagen IV (ca. 30 %), Entactin (ca. 10 %) und Heparinsulfat- 
Proteoglykan (ca. 5 %). Hinzu kommen noch diverse Wachstumsfaktoren wie zum 
Beispiel: EGF, bFGF, NGF, PDGF, IGF-1. Es gibt verschiedene Hinweise darauf, 
dass die in Matrigel enthaltenen Faktoren, wie z.B. bFGF, EGF oder auch Kollagen 
IV Promotoren der Differenzierung vom Präadipozyten zum Adipozyten sind. [48, 76] 
Dies begründet die Verwendung von Matrigel im Bereich der de novo-Adipogenese 
Forschung. 
Matrigel ist eine bräunliche Substanz, die sich bei einer Temperatur zwischen -4°C 
und 20°C im flüssigen Zustand befindet. Sobald Matrigel einer Temperatur über 20°C 
ausgesetzt wird, polymerisiert es zu einem Gel. Dieser Prozess ist irreversibel. 
In dieser Studie wurde Matrigel bis zu seinem Einsatz bei -18° C gelagert. 
Unmittelbar vor der Implantation wurde es aufgetaut und in flüssigem Zustand in 1 ml 
Spritzen aufgezogen. Nachdem das Gel dann in der Spritze polymerisiert war, konnte 
es in die zu implantierenden Kammern injiziert werden. Matrigel zeigte bei der 
Implantation eine helle, bräunliche Färbung und war von klarem Aspekt. 
 
HYADD-3 ist ein experimentelles Gel aus dem Amid der Hyaluronsäure, das uns im 
Rahmen eines Forschungsprojektes (5. Rahmenprogramm der Europäischen Union) 
von der Firma Fidia Advanced Biopolymers s.r.l. (Abano Terme, Italien, F.A.B.) zur 
Verfügung gestellt wurde.  
Hyaluronsäure ist ein Mukopolysaccharid, das aus dem Grundbaustein beta-
Glukuronsäure-(1+3)-beta-N-acetylglukosamin besteht. Es ist damit einer der 
Hauptbestandteile der Extrazellulärmatrix und übernimmt zusammen mit Kollagen 
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eine Hauptaufgabe in der interzellulären Kohäsion. [18] In verschiedenen Studien 
wurde außerdem belegt, dass Hyaluronsäure einen positiven Effekt auf die 
Wundheilung hat. [21, 36] Aufgrund dieser Eigenschaften gilt Hyaluronsäure als eine 
potentielle Trägersubstanz im Bereich des Tissue Engineering. 
Der Abbau der Hyaluronsäure im Gewebe wird über Hyaluronidasen vermittelt. Bei 
Vorliegen der Hyaluronsäure in der Amid-Form, kann diese nicht mehr 
uneingeschränkt durch die Hyaluronidase metabolisiert werden. [98] Es kommt 
dadurch zu einer längeren Verweildauer im Organismus von HYADD-3. 
Von der pulverförmigen Grundsubstanz für HYADD-3 wurden 0,12 g in ein 
Reagenzglas gegeben. Dieses Material wurde mit 5 ml Präadipozyten-
Zellsuspension mit einer Konzentration von 1 x 106 Zellen / ml überschichtet und 
unter größter Vorsicht vermischt. Die sich ergebende Zellsuspension wurde über eine 
14 G Nadel in eine 5 ml Spritze aspiriert. Die Spritze wurde daraufhin versiegelt und 
in einem Wasserbad für 2 Stunden bei 37° C inkubiert. Im Verlauf der Inkubation 
polymerisierte die Zellsuspension zu einem Gel und konnte daraufhin in die 
Kammern gegeben werden. HYADD-3 stellte sich nach der Polymerisation als ein 
klares Gel mit hoher Festigkeit dar. 
 
Collagen G ist ein Zelladhäsionsfaktor aus dem Bereich der Zellkultur auf der Basis 
von fetalem Kalbskollagen. 
Kollagen hat eine Dreifachhelixstruktur und ist speziesspezifisch. Bovines Kollagen 
wird in der Plastischen Chirurgie schon seit über 20 Jahren benutzt. [69] In der 
Plastischen Chirurgie hat sich die Verwendung von bovinem Kollagen in der 
rekonstruktiven Chirurgie durchgesetzt. Der Abbau von Kollagen findet im 
Organismus über Kollagenasen statt, so dass die Degradation allogenen Kollagens 
nach ca. 6-12 Monaten abgeschlossen ist. [66] 
Des weiteren werden Kollagensubstrate seit über 20 Jahren in der Zellkultur 
verwendet und zeigen dort einen positiven Effekt auf die Differenzierung und das 
Wachstum von Fibroblasten. [52] Bei in vitro-Versuchen in unserem Labor konnten 
bisher gute Erfahrungen mit Kollagen Gel gemacht werden - insbesondere mit 
Fibroblasten und Keratinozyten. Erste Versuche mit Präadipozyten waren bisher viel 
versprechend. 
Die Präparation von Collagen G fand unter sterilen Kautelen statt. Als Arbeitsplatz 
diente ein Laminar-AirFlow des Labors der Klinik für Plastische Chirurgie.  
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 Das Protokoll für die Herstellung von Collagen G lautet: 
 
1. 3,6 ml der Collagen G Grundlösung werden in ein steriles Gefäß gegeben 
2. 0,4 ml eines 10x konzentrierten Mediums werden hinzugegeben ? 
Indikatorumschlag nach Gelb 
3. Titrieren mit 1N NaOH–Lösung bis es zum Umschlag des Indikators kommt ? 
Indikatorumschlag nach Pink 
4. sterile Kontrolle des pH (ca. 7,5) mittels pH-Elektrode 
5. 1 ml Präadipozyten-Zellsuspension mit einer Konzentration von 
5 x 106 Zellen / ml werden hinzu pipettiert 
6. Inkubation des Gels für mindestens 1 h bei 37° C  
 
Das Gel stellt sich nach der Inkubation als gelblich, undurchsichtige Substanz dar, 
die beim Durchpressen durch eine Kanüle wieder flüssig wird. Daher wurden die 
Kammern bereits unter der Sterilbank mit dem Gel befüllt. Die endgültige 
Zellkonzentration lag bei 1 x 106 Zellen / ml Collagen Gel. 
Jede der implantierten Kammern wurde mit derselben Menge Gel befüllt. Für alle 
Gelarten betrug diese Menge 0,9 ml. 
 
3.3 Kammermodell 
 
Das speziell für diesen Versuch hergestellte Kammermodell wurde mit der 
Zielsetzung entwickelt einen standardisierten Implantationsort zu ermöglichen. 
Die äußeren Maße der Kammer (1,9 cm  x 1,1 cm) sind aufgrund der Größe der 
Versuchstiere beschränkt. Die kuppelartige Form des Oberteils der Kammer wurde 
gewählt, um das Trauma für die Haut des Versuchstieres so gering wie möglich zu 
halten. Um eine Verletzung der Muskulatur zu verhindern, ist das plane Unterteil der 
Kammer mit zwei Löchern von einem Millimeter Größe versehen. Die Befestigung 
der Bodenplatte an der Oberschenkelmuskulatur des Versuchstieres wird durch 
chirurgisches Nahtmaterial erreicht. 
Sowohl in das Oberteil als auch in die Bodenplatte sind halbovale Öffnungen gefräst, 
um ein Gefäß durch die geschlossene Kammer hindurchzuleiten. 
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Damit das Oberteil sich nicht gegen die Bodenplatte verdrehen kann – somit könnte 
die Öffnung unbeabsichtigt verschlossen werden – sind Ausbuchtungen am Rand 
des Unterteils und Einbuchtungen am inneren Rand des Oberteils angebracht.  
Um die Öffnungen für das Gefäß jedoch auch verschließen zu können (Gruppe mit 
randomisierter Vaskularisation), ist ein zusätzliches Paar von Ausbuchtungen ca. 0,3 
cm radial versetzt von den ersten angebracht.  
Da für die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation noch eine zusätzliche Öffnung 
benötigt wurde, besitzen alle Kammern eine zentrale Bohrung im Bereich des 
Oberteils. Somit war immer mindestens eine, höchstens aber drei der Einlässe 
geöffnet. 
Da die Kammern mehrfach verwendet werden sollten, wurde ein sterilisierbarer 
Kunststoff als Grundmaterial verwendet. Daher wurde der Kunststoff Delrin® (Acetal 
Polymer) ausgewählt. In Kooperation mit den Wissenschaftlichen Werkstätten des 
Klinikums der RWTH Aachen wurden die Pläne für dieses Kammermodell in eine 
CAD-Zeichnung übertragen und anschließend mit Präzisionsmaschinen hergestellt. 
Es wurden 16 Einheiten dieser Kammern hergestellt.  
 
Abb. 3 Bauplan des verwendeten Kammermodells, links Basis, rechts Oberteil, oben transversale 
Ebene, unten horizontale Ebene 
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 3.4 Versuchstiere 
 
3.4.1 Tierart 
 
Um eine Abstoßung der transplantierten, humanen Zellen zu verhindern, wurden für 
diese Studie Nacktratten vom Stamm HSD:RH-rnu der Firma Harlan verwendet. Von 
den 48 verwendeten Tieren waren 3 männlich und 45 weiblich.  
Die Immuninkompetenz dieser Ratten gründet sich auf einem autosomal rezessiven 
Gendefekt, der zum ersten Mal 1953 als spontane Mutation am Rowett Research 
Institute in Aberdeen (England) auftrat. Ratten mit dieser Mutation besitzen einen 
zystischen und non-funktionalen Thymus. [33, 43, 51] Die Lymph-Knoten und Peyer-
Plaques weisen eine lymphozytäre Depletion in den T-Lymphozyten abhängigen 
Regionen auf. In mehreren experimentellen Modellen konnten Xenotransplantate bei 
homozygoten Nacktratten ohne Abstoßungsreaktion erfolgreich verpflanzt werden. 
[80] Daher kann vorausgesetzt werden, dass die Fremdkörperreaktion auf ein 
xenogenes Transplantat deutlich vermindert ist. 
 
3.4.2 Tierhaltung 
 
Die Tiere wurden in Einzeltierhaltung in einem Makrolonkäfig auf Einstreu 
(entstaubtes Weichholzgranulat) gehalten. Futter (Herlian Han MR 5, Fa. 
Eggersmann, Rinteln Deutschland) und Wasser (doppelt ozoniert, keimfrei, aus 
Makrolon-Trinkflaschen) standen ad libidum zur Verfügung. Die Tierkäfige waren in 
abgeschlossenen Räumen bei einer Umgebungstemperatur von 22-24°C, einer 
Luftfeuchtigkeit von 65-75% und einem geregelten 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus 
(Licht von 06.00 bis 18.00 Uhr) situiert. Da es bei dem hier verwendeten Tierstamm 
zu einer postoperativen Hypoglykämie kommen kann, war allen Tieren direkt nach 
dem Erwachen aus der Narkose die Möglichkeit zur Nahrungs- und 
Flüssigkeitsaufnahme gegeben. Dazu wurde das Futter in kleinen Schalen in 
unmittelbarer Nähe der Tiere positioniert.  
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 3.5 Operativer Teil 
 
Aufgrund der Immuninkompetenz der Versuchstiere erfolgte der gesamte 
Implantationsvorgang im Sterilbereich der Abteilung für Versuchstierkunde der 
RWTH Aachen. Das gesamte für diese Operation benötigte Material war doppelt 
steril verpackt und wurde vor Einbringen in den Eingriffsraum wiederholt mit einer 
70% Ethanol-Lösung besprüht. 
 
3.5.1 Anästhesie 
 
Vor der Narkose wurde eine genaue Gewichtsbestimmung der Tiere durchgeführt. 
Danach wurde die Medikamentendosierung nach folgendem Schema vorgenommen: 
Medikament Dosis Aplikation 
Ketamin (Ketanest®) 100mg / kg KG intramuskulär 
Xylacin (Rompun®) 5mg / kg KG intramuskulär 
 
Tab. 1 Dosierschema der Anästhesie bei Ratten  
 
Zunächst wurden die Tiere in einer Äther-Kurznarkose betäubt, woraufhin die 
intramuskuläre Injektion erfolgte. Diese wurde in die obere Beinmuskulatur der 
Hinterbeine appliziert. Um zu überprüfen, ob eine vollständige Analgesie eingetreten 
war, wurde an der Schwanzspitze ein Schmerzreiz gesetzt. Dieser wurde mittels 
festen Drucks durch eine armierte Adson-Pinzette erreicht. Erst wenn keine Reaktion 
mehr provozierbar war, wurde mit der operativen Prozedur begonnen.  
 
 
3.5.2 Mikrochirurgisches Vorgehen 
 
Das narkotisierte Tier wurde nach gründlicher und mehrfacher Desinfektion mit dem 
Antiseptikum Octenisept® mittels vier Steristrips und vier 21G Kanülen auf einer 
steril abgedeckten Korkplatte fixiert. Anschließend wurde das gesamte Tier nochmals 
steril abgewaschen. Der vom Abdomen cranial liegende Teil des Körpers wurde mit 
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einem sterilen Tuch abgedeckt. Es folgte eine 3 cm messende Hautinzision in der 
Leiste. Die Inzision reichte von inguinal bis zum unteren Drittel des Oberschenkels. 
Mit einer feinen Präparierschere wurde die Haut vom Untergrund zur Seite hin 
mobilisiert. Unter Retraktion der Wundränder durch Einzinkerhaken erfolgte die 
Spaltung der Muskelfaszie unter Lupenbrillenoptik. Dies geschah auf der gesamten 
Länge des Oberschenkels. Dadurch stellte sich die Arteria femoralis superficialis 
deutlich dar. Unter größter Sorgfalt wurde das Gefäß von dem umgebenden Muskel 
auf der gesamten Länge des Oberschenkels freipräpariert. Nachdem es auf einer 
ausreichenden Länge mobilisiert war, wurde es mit einer Mikropinzette an der 
Adventitia angehoben, so dass die Basis des Kammermodells darunter platziert 
werden konnte. Nachdem die Bodenplatte so positioniert war, dass sich das Gefäß in 
die dafür vorgesehenen Einkerbungen spannungsfrei einlegte, wurde sie mit Hilfe 
einer 4 / 0 Prolene® Naht am sich darunter befindlichen Muskel fixiert. Daraufhin 
wurde der Oberteil der Kammer unter größter Vorsicht auf die Bodenplatte gesetzt, 
wobei besonders darauf geachtet wurde, dass der Verschluss bündig war und dass 
das Gefäß in keiner Weise beeinträchtigt wurde. Anschließend wurde das jeweilige 
Gel über die mittige Öffnung im Oberteil der Kammer injiziert. Die Haut wurde mit 
einem Wundklammergerät wieder verschlossen, wobei besonderes Augenmerk auf 
den genauen Wundverschluss gerichtet wurde, um eine spätere Wunddehiszenz zu 
vermeiden. 
Die Implantation der Kammer für die randomisierte Vaskularisation erfolgte 
kontralateral. Um ein vergleichbares Trauma zu erzielen, wurde auch hier die Arteria 
femoralis superficialis in oben beschriebener Weise präpariert. Der Unterboden der 
Kammer wurde auf dieser Seite über dem Gefäß platziert. Die Fixierung der Kammer 
erfolgte analog zur Gegenseite. Das Oberteil wurde aufgesetzt, die Kammer 
verschlossen und über die obere Öffnung mit dem jeweiligen Gel befüllt (außer 
Collagen G Gruppe, s.o.). Der Hautverschluss wurde mit einem Hautklammergerät 
erreicht.  
Zum Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere in vorbereitete, frische Käfige 
gesetzt. Perioperativ erhielten alle Versuchstiere eine subkutane Injektion von 0,1 ml 
Tardomycel® (Bayer, Penicillin & Streptomycin) als Einzelgabe. 
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3.5.3 Explantation 
 
Nach einer Zeitspanne von 20 oder 40 Tagen wurden die Tiere mit einer Überdosis 
des Inhalationsnarkosemittels Forene® getötet. Die Ratten wurden anschließend auf 
einer Korkplatte fixiert. Die Hautklammern wurden entfernt und die Haut mit einer 
Präparierschere eröffnet. Die darunter liegende Kammer konnte dann mit der 
umgebenden Kapsel frei präpariert werden. Falls die Kammer in die Gruppe mit 
axialer Vaskularisation einzuordnen war, wurde zunächst der distal der Kammer 
liegende Teil des Gefäßes durchtrennt. Kam es dabei zu einem starken Blutfluss aus 
dem proximalen Gefäßstumpf, konnte davon  ausgegangen werden, dass das Gefäß 
bei Explantation durchgängig war. Im weiteren Verlauf wurde das Gefäß nach 
proximal abgesetzt und die, die Kammer fixierenden, Nähte durchtrennt. Es folgte die 
Entnahme der Kammer. 
Auf der contralateralen Seite wurde ebenfalls die Kapsel präpariert, wobei versucht 
wurde die von der Subkutis kommenden Gefäße soweit wie möglich zu erhalten. Die 
Fixierungsfäden wurden durchtrennt und die Kammer ebenfalls entnommen. 
 
 
 
3.6 Auswertung 
 
 
3.6.1 Allgemeines 
 
Die explantierten Präparate wurden zügig bearbeitet, um ein Austrocknen der 
Präparate zu verhindern. Zunächst wurde die Makroskopie fotografisch dokumentiert. 
Des Weiteren wurde das Gewicht bestimmt und die Präparate histologisch 
aufgearbeitet. Es folgt eine genauere Dokumentation dieser Arbeitsabschnitte. 
 
 
3.6.2 Makroskopie 
 
Direkt nach der Explantation wurden die entnommenen Kammern geöffnet und der 
Inhalt fotografisch dokumentiert. Die jeweiligen Kammern wurden mit einem 
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Identifikationscode versehen, der die Informationen axiale/randomisierte 
Vaskularisation, Gelart, Zellen ja/nein, Tiernummer und Implantationsdauer enthielt. 
Die Fotografie umfasste das Präparat, den Identifikationscode und einen Maßstab. 
Die Fotografien wurden mit einer Nikon F-601 Spegelreflexkamera in Verbindung mit 
einem 105mm Nikkor Makro-Objektiv und aufgesetztem Ringblitz erzeugt. Es wurde 
ein Diapositiv Film der Firma Kodak mit einer Empfindlichkeit von ISO 400 
verwendet. Die Diapositive wurden durch das Fotolabor des Universitätsklinikums der 
RWTH Aachen entwickelt und im weiteren Verlauf digitalisiert.  
 
3.6.3 Gewichtsbestimmung 
 
Direkt nach Explantation wurden die Kammern mit dem enthaltenen Gewebe auf 
einer Präzisionswaage (Sartorius Typ 1801) gewogen. Das gemessene Gewicht 
wurde bis auf Milligramm genau in einem zuvor vorbereiteten Protokoll festgehalten. 
Nach der Verarbeitung des Gewebes für die Histologie wurden die Kammern 
gründlich gesäubert und später in trockenem Zustand nochmals gewogen. Aus der 
Differenz der beiden Messungen konnte das Gewicht des explantierten Gewebes 
ermittelt werden. Die Gewichte der jeweiligen Biopsien wurden in einer Excel Tabelle 
dokumentiert. 
 
3.6.4 Histologie 
 
Die Präparate wurden innerhalb von 30 Minuten zum Zweck der histologischen 
Aufarbeitung der Fixierung zugeführt. Dazu wurde jedes Präparat nach 
Gewichtsbestimmung und makroskopischer Dokumentation der Kammer entnommen 
und in zwei Hälften aufgeteilt. Bei den Präparaten mit axialer Vaskularisation wurde 
darauf geachtet, dass das Gefäß auf beide Teile gleichmäßig verteilt wurde. 
Die in Formalin einzubettenden Anteile wurden auf jeweils einem 
Schaumstoffplättchen platziert, welche wiederum in Tissue-Tek®- Fixierungscontainer 
platziert wurden. Die darin verschlossenen Präparate wurden in 4%iges Formalin 
gegeben. Nach 12 -24 Stunden konnten die Präparate entnommen werden und unter 
fließendem Leitungswasser für mindestens eine Stunde gespült werden. Es schloss 
sich die Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe an. Die Dehydrierung 
wurde in fünf Stufen vorgenommen – 60 %, 90 %, 100 %, 100 %, 100 % Isopropanol. 
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In der letzten Stufe wurde das Isopropanol auf 60°C erwärmt. Danach wurden die 
Präparate in ein Isopropanol/Paraplast Gemisch gegeben. Nach einer Stunde 
Lagerung bei 60°C wurden die Fixierungscontainer in Paraplast überführt, in dem sie 
für weitere 12 Stunden verblieben. Anschließend wurden sie erneut in ein Gefäß mit 
reinem Paraplast überführt. 
Im weiteren Verlauf wurden die Präparate in Zinkformen gelegt, in denen man sie mit 
Paraplast übergoß und dieses dann aushärten ließ. Mittels des Mikrtotoms wurden 
Schnitte der Präparate von zwei µm Dicke angefertigt. Diese Schnitte wurden dann 
nach dem Hämatoxylin-Eosin- oder dem Giemsa-Schema gefärbt.  
Der für die kryogene Fixierung vorgesehene Teil des Präparats wurde mit einem 
wasserlöslichen Einbettmedium auf Korkplättchen eingefroren. Das Einfrieren wurde 
in gekühltem 2-Methylbutan durchgeführt. Die Korkplättchen wurden beschriftet und 
bei -80°C bis zum Schneiden zwischengelagert. Die Histologien wurden aufgrund 
von sechs µm dicken Schnitten erstellt. Die Färbung nach dem Öl-Rot Schema 
erfolgte nach dem Auftauen der Präparate und einer 12-stündigen Trockenphase. 
 
 
 
3.6.4.1 Färbungen 
 
HE Färbung 
 
Die HE Färbung erfolgte an den paraffinfixierten Präparaten. Die zuvor angefertigten 
Schnitte wurden für acht Minuten in Hämalaun gefärbt. Zum Bläuen wurden sie 
daraufhin für zehn Minuten in lauwarmem Wasser gebadet. Ein erneutes Färben in 
0,3% wässriger Eosinlösung schloss sich an, gefolgt von einem erneuten Spülen in 
Leitungswasser. Nach dem Entwässern in der aufsteigenden Alkoholreihe wurden 
die Präparate mit Vitroclud eingedeckt. 
 
Giemsa Färbung 
 
Zunächst wurden die zwei µm dicken Schnitte auf den Objektträgern für 10 Minuten 
in 10%ige Giemsa-Lösung getaucht. Daraufhin wurden die Schnitte mit destilliertem 
Wasser gespült und anschließend in Essigsäurewasser eingetaucht. Das 
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anschließende Baden in 96 %igem Alkohol und später in Isopropanol entwässerte 
die Präparate. Nach einer letzten Dehydrierung mittels Xylol konnten die Präparate 
mit Vitroclud eingedeckt werden. 
 
Öl-Rot Färbung 
 
Die zuvor kryogen fixierten Schnitten wurden kurz mit destilliertem Wasser 
gewaschen und anschließend in 60 %igem Isopropanol gebadet. Daraufhin konnte 
die Färbung mit Oil Red O – Lösung für 20 Minuten erfolgen. Das Präparat wurde 
dann wieder in 60%igem Isopropanol gebadet und mit Wasser gespült.  Es schloss 
sich eine weitere Färbung in Hämalaun (8 Minuten) an, gefolgt von einem 
Waschschritt in lauwarmem Wasser für 10 Minuten. Abschließend wurden alle 
Präparate in Kaisers Glyceringelatine eingedeckt. 
 
 
3.6.4.2 HE, Giemsa und Öl-Rot Auswertung 
 
Die Auswertung der Histologien fand semiquantitativ, morphologisch, metrisch und 
quantitativ statt. Für die ersten drei Punkte wurden die HE und Giemsa gefärbten 
Präparate verwendet. Die quantitative Analyse fand anhand der Öl-Rot gefärbten 
Präparate statt. (s. u.)  
Die semiquantitativen Untersuchungen wurden mittels der Giemsa Färbungen 
durchgeführt. Drei unabhängige Untersucher musterten die Histologien 
mäanderförmig durch, um zu bestimmen,        
    
 
a) ob das Blutgefäß durchgängig war 
   b) wie viele Adipozyten sich im Präparat befanden 
   c) wie viele Kapillaren sich im Präparat befanden 
 
Die Einordnung der Präparate nach diesen Kriterien erfolgte aufgrund des in Tab. 2 
abgebildeten Algorithmus.  
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Die Ergebnisse wurden in eine Excel-Tabelle eingegeben. Falls sich verschiedene 
Untersucher bei der Beurteilung eines Präparats uneinig waren, wurde der Median 
aus den Ergebnissen gebildet. 
 
 Kategorien Blutgefäß frei Adipozyten Kapillaren 
Anzahl der Grade 2 4 4 
0=nein 0=keine 0=keine 
1=ja 1=wenige 1=wenige 
 2=mäßig 2=mäßig 
Definition 
 3=viele 3=viele 
 
 
 
 
Tab. 2 Kategorien der semiquantitativen Auswertung der Histologien 
 
Anhand der HE und Giemsa gefärbten Histologien fanden die morphologischen 
Untersuchungen statt. Die Untersuchung konzentrierte sich auf histologische 
Merkmale einer Entzündungsreaktion. Die Präparate wurden von drei Untersuchern 
inspiziert. 
Die metrische Auswertung wurde anhand der HE-Histologien durchgeführt. Mit Hilfe 
eines Messokulars wurde der Abstand zwischen der Adventitia des Gefäßes und 
dem am weitesten entfernten Adipozyten gemessen. Die Skalierung erfolgte in 0,05 
mm Schritten. Die Messungen wurden anhand einer 50x Vergrößerung der Präparate 
vorgenommen. 
Die mit der Öl-Rot-Färbung behandelten Präparate wurden bei einer 50x sowie einer 
200x Vergrößerung fotografiert. Diese mikroskopische Dokumentation wurde mit 
einem Mikroskop der Firma Zeiss (Axioskop) und einer darauf aufgesetzten Digital-
Kamera der Firma Olympus (DS-50) erzeugt. Auf einem handelsüblichen PC wurden 
diese Bilder mit der Software AnalySIS® verarbeitet. Nach der Aufnahme eines 
Bildes wurde ein Maßstab in das Bild eingebracht. Die Bilder wurden nummeriert und 
auf der Festplatte des PCs sowie auf einer CD-R als Sicherheitskopie gespeichert. 
Aus Speicherkapazitätsgründen wurde das Platz sparende JPEG Datei System 
benutzt, welches eine hohe optische Auflösung garantiert. Die Bilder wurden im 
weiteren Verlauf mit der AnalySIS® -Software weiter bearbeitet.  
Um die AnalySIS® Software für die Auswertung von humanem Fettgewebe zu 
kalibrieren wurde ein histologisches Präparat von humanem, subkutanem 
Fettgewebe benutzt, das ebenfalls nach dem Öl-Rot-Schema eingefärbt worden war. 
Aufgrund der sich aus diesem Präparat ergebenden Farbintensitätsverteilung konnte 
eine Kalibrierung der Software auf das Farbschema der, durch die Öl-Rot-Färbung 
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rot gekennzeichneten, Triglyzeride erreicht werden. Auch die Größenverteilung der 
Lipidvakuolen wurde somit ermittelt. Es wurde aufgrund von mehrfach 
durchgeführten Messungen eine Mindestgröße für relevante Lipidfärbungen gesetzt. 
In verschiedenen Vorarbeiten konnten wir ermitteln, dass das Programm einzelne 
Pixel als rot ansah und diese in seine Berechnungen mit einbezog. Um dieser durch 
das „optische Rauschen“ erzeugten Fehlerquelle entgegenzuwirken, wurde die 
Mindestgröße für relevante Lipide bei 7 µm gesetzt. Die weiteren Gruppen wurden 
nach der relativen Häufigkeit der Einfärbungen erstellt. Färbungen mit einer Fläche 
>1000 µm² waren ebenfalls als nicht mehr relevant zu werten. Ansammlungen von 
Lipiden in dieser Größe sind als Artefakt zu werten, das während der Fixierungs- 
oder Färbephase entstehen kann. Die Einteilung der Gruppen nach ihrer Größe in 
µm2 ist in Tab. 3 aufgeführt. 
 
 
 
 
Gruppe I 0,01 – 7,00 µm2
Gruppe II 7,01 – 15,00 µm2
Gruppe III 15,01 – 40,00 µm2
Gruppe IV 40,01 – 80,00 µm2
Gruppe V 80,01 – 250,00 µm2
Gruppe VI 250,01 – 1000 µm2 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 3 Größenklassifizierung der Öl-Rot markierten Areale 
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Die folgende Messung der Lipiddichte wurde auf der Grundlage einer 
standardisierten 
Vorgehensweise 
durchgeführt. Wie schon bei 
von Heimburg et al. 
beschrieben [41], wurde von 
jedem Präparat an fünf Loki 
jeweils ein Bild in 200x 
Vergrößerung erstellt (siehe 
Abb.4). Diese fünf Bilder 
wurden nach ihrer 
Speicherung durch das 
AnalySIS®-System verarbeitet. Das durch die Verarbeitung erzeugte Bild wurde 
ebenfalls gespeichert. Auf diesem verarbeiteten Bild sind die Öl-Rot gefärbten 
Flächen nach ihrer Größe codiert und jeweils mit einer fortlaufenden Nummer 
gekennzeichnet. Als Ergebnis dieser Verarbeitung ergab sich eine Aufschlüsselung 
der markierten Flächen. Dieses Ergebnis spiegelte die Flächenanzahl pro Gruppe 
sowie die eingenommene Fläche pro Gruppe in µm2 wieder.  Sowohl die Flächen- als 
auch quantitativen Partikelergebnisse wurden für jede Messung in eine Excel-Tabelle 
übernommen und darin nach Präparat, Messung, Flächengruppe und Fläche 
eingeteilt. Die Mittelwerte aus diesen Messungen wurden errechnet. Somit ergaben 
sich für alle Präparate eine durchschnittliche Flächeneinfärbung sowie eine 
Flächenanzahl aufgeschlüsselt nach jeweiliger Flächengruppierung. 
Abb.4 Schematische Darstellung der Lokalisationen für die 
Auswertung im histologischen Präparat 
 
 
3.6.5 Statistik 
 
Die statistischen Berechnungen wurden nach Rücksprache mit dem Institut für 
medizinische Informatik der RWTH Aachen mit der Statistik-Software SPSS Version 
11.5 durchgeführt. Als Signifikanztest wurde der One-Way-Anova verwendet mit 
einer post-hoc Testung. Eine Adjustierung für multiple Testungen erfolgte mit dem 
Bonferroni Test bei einem alpha-Level von 0,05. 
Die Ergebnisse der Tests finden sich im Tabellenanhang (siehe Kapitel 8).  
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Allgemeines 
 
Die in diesem Versuch explantierten Gele wurden hinsichtlich ihres Gewichts, ihrer 
Makroskopie sowie ihrer mikroskopischen Eigenschaften untersucht. Eine genauere 
Darstellung der Konsistenz des Gels, der Färbung sowie der Zellzahl und Lipiddichte 
für jede Gruppe von Gelen zu jedem Explantationszeitpunkt folgt im weiteren Verlauf.  
 
4.2 Auswertung der 20 Tage Gruppe Matrigel 
 
4.2.1 Makroskopischer Aspekt 
 
Es zeigte sich eine Kammer mit zum Teil noch nicht vollständig resorbiertem Gel. 
Das zu explantierende Gewebe auf Seiten der axialen Vaskularisation ist um das 
Gefäß gruppiert und nur spärlich vorhanden. Das Ausmaß der Gewebsneubildung ist 
von Tier zu Tier unterschiedlich, wie auch die Menge des verbleibenden Gels. 
Zeichen einer Infektion sind bei keinem der Tiere zu diesem Explantationszeitpunkt 
erkennbar. 
 
4.2.2 Gewicht 
 
Wie an Abbildung 5 zu erkennen ist, variieren sowohl die Gewichte bei der axialen 
Vaskularisation als auch bei der randomisierten Vaskularisation 
versuchstierspezifisch. Lediglich bei einem Tier ergibt die randomisierte 
Vaskularisation ein höheres Gewicht. Ansonsten zeigt sich ein durchweg höheres 
Gewicht in der Gruppe der axialen Vaskularisation. 
Mit einem Mittelwert von 0,453 g und einer Standardabweichung von 0,187 g erweist 
sich schon nach 20 Tagen eine Masseverlustrate > 50 % im Durchschnitt für die 
axiale Vaskularisationsgruppe. 
Die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation zeigt einen niedrigeren Mittelwert mit 
0,263 g und einer Standardabweichung von 0,118g, was auf eine durchschnittliche 
Resorptionsrate von > 70 % schließen lässt. 
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Abb.5 Gewichte der explantierten Matrigel-Matrizes nach 20 Tagen in vivo 
 
4.2.3 Histologie 
 
In den paraffinfixierten Histologien, die nach HE und Giemsa gefärbt wurden, zeigte 
sich eine starke Gefäßneubildung. Die Anzahl der Adipozyten war semiquantitativ 
ausgezählt niedrig. Die angeschnittenen Gefäße wiesen als Zeichen ihrer 
Durchgängigkeit kleinere Ansammlungen von Erythrozyten auf. Histologisch zeigte 
sich bei 6 von 8 Tieren das Gefäß eindeutig durchgängig. Es ergab sich eine starke 
Gewebsbildung ohne eine spezifische Bildung von Fettgewebe. 
 
4.2.4 Öl-Rot Ergebnisse 
 
Wie aus Abbildung 6 zu ersehen ist, zeigt die randomisierte Vaskularisation ein im 
Durchschnitt sehr niedriges Ergebnis. Dies erhärtet die Tendenz, die aus der 
Auswertung der Gewichte zu ersehen war. Die axiale Vaskularisation dagegen zeigt 
ein deutlich höheres Ergebnis, wobei auch hier die Anfärbung nur disseminiert zu 
finden war (siehe Abb.7). Jedoch ergibt sich auch eine hohe Standardabweichung. 
Der Mittelwert für die gefärbte Fläche liegt in der randomisierten  
Vaskularisationsgruppe bei 106,36 µm² mit einer Standardabweichung von 164,18 
µm². In der Gruppe mit axialer Vaskularisation beträgt der Mittelwert 672,34 µm² mit 
der korrespondierenden Standardabweichung von 714,79 µm².  
   31
Öl-Rot Matrigel 20d
0
500
1000
1500
2000
2500
1 2 3 4 5 6 7 8
Tier
µm²
randomisierte Vaskularisation axiale Vaskularisation
 
 
Abb. 6 Mittelwerte der Öl-Rot Histologie nach 20 
Tagen in vivo  
 
 
4.3   Auswertung der 20 Tage Gruppe HYADD-3
 
4.3.1 Makroskopie 
 
In der Gruppe mit axialer Vaskularisation zeigt
um das Gefäß gruppiert. Das Gewebe ist von g
rötlicher, teilweise bräunlicher Färbung. Das G
Kammer vergrößert. Die Hälfte der Gruppe mit r
der Kapsel ein auf die Öffnung zulaufendes s
befindliche Gel zeigt sich klar. Keine Färbung n
zu finden. Es sind keine Hinweise auf eine 
finden.  
 
4.3.2 Gewicht 
 
Die Gewichte in der Gruppe der axialen Vaskul
im Durchschnitt ein höheres Gewicht als
Vaskularisation. Lediglich zwei Tiere erreic
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Abb. 7 Öl-Rot Histologie bei 50x Vergrößerung 
bei Tier Nr.6, axiale Vaskularisation 
 & Präadipozyten 
 sich eine Gewebsformation, die sich 
allertartiger Konsistenz und von gelb-
efäß erscheint im Verlauf durch die 
andomisierter Vaskularisation zeigt in 
olitäres Gefäß. Das in der Kammer 
och ein Hinweis auf Zellwachstum ist 
Infektion bei den Versuchstieren zu 
arisation zeigen nach zwanzig Tagen 
 die Gruppe mit randomisierter 
hen ein höheres Gewicht in der 
 
randomisierten Vaskularisation. Bei diesen beiden Tieren erscheint zusätzlich das 
Gewicht der axialen Vaskularisation unter Durchschnitt.  
Der Mittelwert für die axiale Vaskularisation beträgt 0,7839 g mit einer 
Standardabweichung von 0,2705 g. Für die randomisierte Vaskularisation beträgt der 
Mittelwert 0,5776 g bei einer Standardabweichung von 0,167 g. 
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Abb. 8 Gewicht bei Explantation von HYADD-3 Gel besiedelt mit Präadipozyten nach 20 Tagen in 
vivo 
 
4.3.3 Histologie 
 
In den HE und Giemsa gefärbten Präparaten zeigte sich eine deutliche Ansammlung 
von Fettzellen in der Gruppe mit axialer Vaskularisation. Es ist eine Gruppierung des 
adipozytären Gewebes um das axiale Gefäß festzustellen. In der unmittelbaren 
Umgebung der adipozytären Ansammlungen erscheinen Überreste des HYADD-3 
Gels. In vereinzelten Präparaten kann eine Übergangszone ausgemacht werden, in 
der sich Zellkerne im Gel anfärben ließen. Es lässt sich eine Korrelation zwischen der 
Entfernung vom Gefäß und den angefärbten Zellen feststellen. Die Zellzahl 
vermindert sich mit Erhöhung des Abstandes vom Gefäß. Das Gel zeigte eine poröse 
Struktur in der Histologie. Dies erscheint durch die Einbettungsmethode verursacht 
zu sein. Bei 6 von 8 Tieren ist das Gefäß histologisch eindeutig als durchgängig 
nachzuweisen. Die Menge der Kapillaren ist semiquantitativ gemessen nur mäßig. 
Die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation zeigt nach 20 Tagen wenige bis keine 
anfärbbaren Zellkerne und besteht zum Großteil aus remanentem Gel. 
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4.3.4 Öl-Rot Ergebnisse 
 
In der Öl-Rot Färbung zeigt sich eine ausgewogene Rotfärbung, die sich 
hauptsächlich perivaskulär anlagert (Abbildung 10). Für die axiale Vaskularisation 
ergibt sich eine Variabilität in den Ergebnissen. Ein Präparat weist eine geringe 
Färbung auf, während zwei  andere Präparate sehr stark angefärbt sind.   
Die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation zeigt dagegen durchweg keine 
Anfärbung. Der Mittelwert  für die axiale Vaskularisationsgruppe beträgt 3399,41 µm² 
mit einer Standardabweichung von 2634,52 µm². Die randomisierte 
Vaskularisationsgruppe hat einen Mittelwert von 6,545 µm² mit einer 
Standardabweichung von 8,17 µm². 
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Abb. 9 Öl-Rot Histologie Mittelwerte nach 20 
Tagen in vivo 
 
  34Abb.10 Ausschnitt aus Öl-Rot Histologie 
perivaskulärer Quadrant bei Tier Nr. 6, 
axiale Vaskularisation (50x) 
 
 4.4 Auswertung der 20-Tage Gruppe Collagen G & Präadipozyten 
 
4.4.1 Makroskopischer Aspekt 
 
Die Gruppe mit axialer Vaskularisation ergibt bei der Explantation ein gelbliches Gel 
mit einem niedrigen Grad der Polymerisation. Das Gefäß zeigt sich in allen Tieren 
durchgängig. Eine eindeutige Gewebsneubildung ist nicht zu erkennen. Die Gruppe 
mit randomisierter Vaskularisation zeigt eine deutliche Verflüssigung des Gels und 
nur noch einen geringen Teil der Masse des ursprünglich implantierten Gels. Es ist 
kein Anzeichen für Zellwachstum zu finden. Bei Explantation gibt es bei keinem der 
Tiere Anzeichen einer Infektion. 
 
4.4.2 Gewichte 
 
Der Mittelwert für die axiale Vaskularisation beträgt 0,486 g und für die randomisierte 
Vaskularisation 0,121 g. Die Standardabweichung errechnet sich für die Gruppe mit 
axialer Vaskularisation mit 0,163 g und für die Gruppe mit randomisierter 
Vaskularisation mit 0,116 g. Die axiale Vaskularisationsgruppe ergibt einen 
gegenüber der randomisierten Vaskularisation höheren Wert nach 20 Tagen. Die 
randomisierte Vaskularisation ergibt bis auf eine Ausnahme nur Werte unter 0,2 g. 
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Abb. 11 Gewichte bei Explantation nach 20 Tagen in vivo von Collagen Gel besiedelt mit 
Präadipozyten 
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4.4.3 Histologie 
 
In den HE und Giemsa gefärbten Schnitten ergab sich in der Gruppe mit axialer 
Vaskularisation eine mäßige Zahl von Adipozyten. Das Blutgefäß war bei 5 von 8 
Tieren histologisch eindeutig durchgängig. Eine vermehrte Anzahl von Kapillaren war 
nachweisbar. Überreste des Gels sind in den histologischen Präparaten nicht mehr 
zu erkennen gewesen. Bei der Gruppe mit randomisierter Vaskularisation war nur bei 
drei Tieren ausreichend Gewebe für eine HE-Histologie vorhanden. Bei diesen 
Tieren zeigte sich in der Histologie weder ein Wachstum von Fettzellen, noch 
sonstiges Gewebswachstum. Lediglich minimale Reste von Gel waren zu erkennen. 
 
4.4.4 Öl-Rot Ergebnisse 
 
Die Anfärbung ergibt in der Gruppe mit axialer Vaskularisation ein disseminiertes 
Muster (Abb. 13). Es sind  zumeist kleinere Zellnester, die sich vereinzelt anfärben, 
auffindbar. Die Anfärbung der Präparate ist im Durchschnitt gering, wobei zwei 
Präparate eine stärkere Anfärbung zeigen. Der Mittelwert beträgt 347,37 µm² und 
wird von der Standardabweichung mit 351,87 µm² übertroffen.  
Die randomisierte Vaskularisation zeigt durchweg keine Anfärbung. Damit bleiben 
alle Werte bei 0, wie auch Standardabweichung und Mittelwert. 
 
Collagen G & Präadipozyten 20d
0
200
400
600
800
1000
1200
1 2 3 4 5 6 7 8
Tier
µm²
randomisierte Vaskularisation axiale Vaskularisation
 
 
 
 
Abb.12 Öl-Rot Färbung Mittelwerte nach 20 
Tagen in vivo  
  36Abb.13 Ausschnitt aus Histologie von Tier Nr. 1, 
Öl-Rot gefärbt, axiale Vaskularisation (50x)
 
4.5 Auswertung der 40-Tage Gruppe Matrigel 
 
4.5.1 Makroskopischer Aspekt 
 
Nach 40 Tagen zeigt sich in der Gruppe mit axialer Vaskularisation ein gut 
erkennbares axiales Gefäßbündel mit umgebendem gelblichem, lockerem Gewebe. 
Am Rand der Kammer sind Überreste einer bräunlichen Flüssigkeit auffindbar, die in 
ihrer Pigmentierung mit dem zuvor implantierten Matrigel korrelieren.  
Die Kammern der Gruppe mit randomisierter Vaskularisation weisen unterschiedliche 
Quantitäten der oben beschriebenen Flüssigkeit auf. In einzelnen Fällen sind kleine 
Ansammlungen weißlichen Gewebes auffindbar. Drei der acht Tiere bieten in der 
Kapsel ein solitäres Gefäß, das auf die zentrale Öffnung zuläuft. 
 
4.5.2 Gewichte 
 
Die Gewichte in der Gruppe mit axialer Vaskularisation übersteigen, mit der 
Ausnahme von zwei Tieren, die Grenze von 0,3 Gramm nicht. Damit ergeben sich für 
diese Gruppe ein Mittelwert von 0,306 g und eine Standardabweichung von 0,172 g. 
Die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation resultiert in einem Mittelwert von 
0,281 g mit einer Standardabweichung von 0,154 g. Sowohl die axiale als auch 
randomisierte Vaskularisation variieren in ihren Ergebnissen gleichermaßen. 
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Abb. 14 Gewichte der Matrigel-Matrices bei Explantation nach 40 Tagen in vivo  
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 4.5.3 Histologie 
 
Die axiale Vaskularisation führt nach 40 Tagen zu einem geringen Wachstum von 
Fettgewebe. Es zeigten sich kleinere Zellnester von Adipozyten, die sich perivaskulär 
anlagern. Das Gefäß ist nur bei 50 % der ausgewerteten Histologien eindeutig 
durchgängig. Die Dichte der Kapillaren ist ebenfalls gering ausgeprägt. 
Die randomisierte Vaskularisation ergibt bei einem Präparat eine Neugewebsbildung, 
die mit einer geringen Ausprägung von Adipozyten einhergeht. Die verbleibenden 
Histologien dieser Gruppe weisen weder Kapillaren noch Adipozyten auf. Zumeist 
bestehen die Präparate aus remanentem Gel. 
 
4.5.4 Öl-Rot Ergebnisse 
 
In dieser Gruppe zeigt sich eine sehr unregelmäßige Anfärbung von Lipiden mittels 
der Öl-Rot Färbung. In der Gruppe mit axialer Vaskularisation ist keine erkennbare 
Verteilung um das Gefäß herum nachzuweisen. Bei der Hälfte der Tiere ist eine 
ausgeprägte Anfärbung erkennbar, während die andere Hälfte nur eine geringe 
Anfärbung aufweist. Dies spiegelt sich auch in dem Mittelwert von 2943,91 µm² mit 
der Standardabweichung von 2875,85 µm² wieder. Die randomisierte Vaskularisation 
zeigt mit der Ausnahme von 2 Tieren keine Anfärbung. Der Mittelwert beträgt in 
dieser Gruppe 43,56 µm². Die Standardabweichung liegt mit 77,99 µm² etwas höher. 
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 Abb.15 Mittelwerte der Öl-Rot Auswertung der 
Matrigel Matrizes nach 40Tagen in vivo  
  38Abb.16 Ausschnitt aus Präparat von Tier Nr. 4, Öl-
Rot gefärbt, axiale Vaskularisation (50x) 
 
  
4.6   Auswertung 40-Tages-Gruppe HYADD-3  
 
4.6.1 Makroskopischer Aspekt 
 
Die Kammern zeigen bei der Explantation in der Gruppe mit axialer Vaskularisation 
ein in der Peripherie klares, festes Gel. Zentral in der Nähe des Gefäßes zeigt sich 
eine Gelbfärbung des Gels. Die Tiere zeigen zum Zeitpunkt der Explantation keine 
Anzeichen einer Entzündung. 
In der Gruppe mit randomisierter Vaskularisation zeigt sich zum Zeitpunkt der 
Explantation ein klares, farbloses Gel von fester Konsistenz. Es ist in keinem der 
randomisiert vaskulariserten Gele ein makroskopisches Anzeichen für ein 
Gewebswachstum zu finden. 
 
4.6.2 Gewicht 
 
Nach 40 Tagen ergibt sich für das HYADD-3 Gel ein hohes durchschnittliches 
Gewicht. Es beträgt 0,86 g mit einer Standardabweichung von 0,15 g. Mit Ausnahme 
eines Tieres bleibt die axiale Vaskularisationsgruppe mit dem Gewicht über dem 
Wert der jeweils korrespondierenden randomisierten Vaskularisation. Auch die 
randomisierte Vaskularisation weist einen hohen Gewichtsdurchschnitt auf. Dieser 
beträgt 0,68 g bei einer Standardabweichung von 0,09 g.  
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Abb.17 Gewichte der HYADD-3 Matrices besiedelt mit Präadipozyten bei Explantation nach 40 Tagen 
in vivo 
 
 
4.6.3 Histologie 
 
Die Gruppe mit axialer Vaskularisation ergibt in diesem Versuch die höchste Menge 
an reifen Adipozyten in HE & Giemsa gefärbten Histologien. Es zeigen sich im 
Durchschnitt mäßig viele Adipozyten. Die Dichte der Kapillaren ist ebenfalls hoch. Es 
kann lediglich bei einem Präparat nicht eindeutig festgestellt werden, ob das 
Blutgefäß zum Zeitpunkt der Explantation durchgängig war. 
Bei der randomisierten Vaskularisation zeigen sich lediglich bei einem Tier 
Adipozyten in der Histologie und ebenfalls bei einem Tier Kapillaren im 
histologischen Bild. In den übrigen histologischen Präparaten ist lediglich 
remanentes Gel nachweisbar. 
 
4.6.4 Öl-Rot Ergebnisse 
 
Die Gruppe mit axialer Vaskularisation färbt sich durchgehend stark an. Zumeist zeigt 
sich die Färbung perivaskulär (siehe Abb.19). Zur Peripherie des Präparats wird die 
Anfärbung schwächer. Der Mittelwert für diese Gruppe beträgt 4085,87 µm² mit einer 
Standardabweichung von 2442,89 µm². 
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Die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation zeigt bis auf ein Präparat keine 
Anfärbung. Daraus ergibt sich ein Mittelwert von 0,41 µm² mit einer 
Standardabweichung von 1,08 µm². 
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Abb.18  Mittelwerte der Öl-Rot Histologien nach 
40 Tagen in vivo HYADD-3 mit 
Präadipozyten 
 
 
 
 
4.7 Auswertung 40-Tages-Gruppe Collagen
 
4.7.1 Makroskopischer Aspekt 
 
Die Kammern mit axialer Vaskularisation beinh
implantierten Gels. Dafür zeigt sich zum Ze
Gewebsmasse, die sich dicht an das jeweilig
hat eine unregelmäßige Oberfläche. 
Die Kammern mit randomisierter Vaskularisa
auf, das in seiner Konsistenz flüssiger als
Hinweise auf eine Entzündung sind zum Z
Versuchstier nachweisbar. 
 
 
  41Abb. 19 Ausschnitt aus Histologie von Implantat 
bei Tier Nr. 3, axiale Vaskularisation 
(50x) 
 G  
alten nach 40 Tagen keine Anteile des 
itpunkt der Explantation eine geringe 
e Gefäß anlagert. Die Gewebsmasse 
tion weisen ein trübes, gelbliches Gel 
 zum Zeitpunkt der Implantation ist. 
eitpunkt der Explantation bei keinem 
 
4.7.2 Gewicht 
 
Die Gruppe mit axialer Vaskularisation weist eine versuchstierspezifische Variabilität 
der Gewichte auf. Die Ergebnisse reichen von 0,2 bis über 1 g. Als 
Durchschnittsgewicht ergibt sich ein Wert von 0,66 g mit einer Standardabweichung 
von 0,26 g. 
Die randomisierte Vaskularisation resultiert bei allen Tieren in niedrigeren Werten 
gegenüber den axial vaskularisierten Implantaten. Die Werte überscheiten in keinem 
Fall die Grenze von 0,2 g. Daher ergibt sich ein Mittelwert von 0,08 g mit einer 
Standardabweichung von 0,05 g. 
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Abb.20 Gewichte zum Zeitpunkt der Implantation bei Collagen Gel besiedelt mit Präadipozyten nach 
40 Tagen in vivo 
 
4.7.3 Histologie 
 
Die Histologie bestätigte für die Gruppe mit der axialen Vaskularisation, dass 
lediglich bei einem Tier das Blutgefäß zum Zeitpunkt der Explantation nicht 
durchgängig war. Die Häufigkeit des Auftretens von reifen Adipozyten ist gering. Es 
ist eine Gewebsbildung zu verzeichnen, die von geringem Ausmaß ist. In dieser 
geringen Masse ist ein mäßiges Auftreten von Kapillaren zu vermerken. 
Die korrespondierende Gruppe mit randomisierter Vaskularisation ergibt nach 
Einbettung bei der Hälfte der Tiere nicht genug Material für eine aussagekräftige 
Histologie.   
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4.7.4 Öl-Rot Ergebnisse 
 
In der axialen Vaskularisationsgruppe ergibt sich eine im Durchschnitt geringe 
Anfärbung. Dabei zeigt sich eine starke Variation in der Intensität der Anfärbungen. 
Die Ergebnisse reichen von keiner bis hin zu starker Anfärbung. Die Anfärbung ist 
perivaskulär stärker ausgeprägt, als in der Peripherie (siehe Abb.22). Im Durchschnitt 
ergab sich ein Ergebnis von 1066,22 µm² mit einer Standardabweichung von 
1274,29 µm². 
Die Gruppe mit randomisierter Vaskularisation zeigt nach der Einbettung geringe 
Mengen von Material. In keinem dieser Präparate ist eine spezifische Anfärbung von 
Lipiden nachweisbar. Daher ist der Mittelwert 0 mit einer Standardabweichung von 0. 
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Abb.21  Mittelwerte der Öl-Rot Auswertung nach 
40 Tagen in vivo, Collagen G besiedelt 
mit Präadipozyten 
 
 
  43Abb.22 Ausschnitt aus Histologie von Tier Nr. 5, 
axiale Vaskularisation, Öl-Rot Färbung 
(20x) 
 
4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
4.8.1 Gewichte 
Wie aus Abbildung 23 zu ersehen  ist, verlieren alle implantierten Gele im Verlauf an 
Masse. Verglichen mit dem jeweils korrespondierenden axial vaskularisierten Gel  
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Abb.23  Die Gewichtmittelwerte im zeitlichen Verlauf 
 
ist bei allen randomisierten Gelen ein stärkerer Gewebsverlust zu finden. Der 
stärkste Massenverlust ist bei randomisiert vaskularisiertem Collagen G zu erkennen.  
HYADD-3 Gel bietet sowohl in axial vaskularisierter Form als auch unter 
randomisierter Vaskularisation höhere Massen bei Explantation als die zu 
vergleichenden Implantate. Im Gegensatz dazu bieten Collagen G und Matrigel 
ähnliche Eigenschaften. Ihr Massenverlust ist unter axialer Vaskularisation 
annähernd gleich. Matrigel und Collagen G verlieren bei axialer Vaskularisation 
kontinuierlich an Gewicht, während HYADD-3 zwischen dem 20. und 40. Tag in 
seiner Masse gleich bleibt. 
 
4.8.2 Öl-Rot Ergebnisse 
 
Wie aus Abbildung 24 deutlich zu ersehen ist, ist eine spezifische Anfärbung von 
Lipiden, mittels der Öl-Rot Färbung, lediglich in den axial vaskularisierten Implantaten 
möglich. Dabei ist die stärkste Anfärbung im Verlauf immer bei HYADD-3 zu 
erkennen. Nach 20 Tagen ist bereits ein deutlicher Unterschied in der Quantität der 
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Anfärbung sichtbar. Während HYADD-3 (axial) deutlich höhere Werte entwickelt,  ist 
sowohl bei Collagen G (axial) als auch bei Matrigel (axial) eine nur sehr schwache 
Anfärbung auszumachen. Nach 40 Tagen Implantation ist ein deutlicher Anstieg für 
das axial vaskularisierte Matrigel zu verzeichnen, während HYADD-3 
verhältnismäßig gering ansteigt. Trotz dessen bleiben die Werte für HYADD-3 über 
den Werten von Matrigel. Collagen G erzielt ebenfalls einen Anstieg in der Quantität 
der Anfärbung, bleibt jedoch deutlich hinter den Ergebnissen der beiden anderen 
Gele zurück. 
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Abb.24  Mittelwerte der Öl-Rot Histologien im zeitlichen Verlauf (Die Mittelwerte für Collagen G 
randomisiert und HYADD-3 randomisiert bewegen sich im Verlauf um ca.0) 
 
 
Die randomisiert vaskulariserten Gele zeigen keine oder lediglich marginale 
Anfärbungen. Es ist kein Unterschied zwischen den verschiedenen randomisiert 
vaskularisierten Gelen erkennbar. 
 
 
   45
 5. Diskussion 
 
Die Herstellung gewebetechnologischer Konstrukte auf der Basis von biokompatiblen 
Gelen beinhaltet eine Vielzahl von komplexen Problematiken, die in dem folgenden 
Kapitel diskutiert werden.  
Der, in der vorliegenden Studie verwendete, Versuchsaufbau ermöglicht  
Rückschlüsse hinsichtlich einer für die de novo-Adipogenese optimierten Gelmatrix. 
Aufgrund der zwei verschiedenen Explantationszeitpunkte wird Stellung zur 
Zellinvasion und –differenzierung bezogen.  
Des Weiteren wird der Einfluss der zwei verschiedenen Vaskularisationsarten (axiale 
und randomisierte Vaskularisation) auf die de novo-Adipogenese diskutiert. 
 
5.1 Stellungnahme zu den einzelnen Auswertungspunkten 
 
5.1.1 Kritische Bewertung der Gelimplantate  
 
Die Gewichtsbestimmungen der Gelimplantate nach Explantation in den 20-Tage 
Gruppen (siehe Abbildung 5) decken sich mit den Ergebnissen vergleichbarer 
Studien. [48, 79, 88] In Übereinstimmung mit unseren Beobachtungen in den 20-
Tage Gruppen, wurde bei Matrigel, das aus Extrazellulärmatrix besteht, von einer 
sehr starken und sehr frühzeitig einsetzenden Resorption berichtet. Hierbei 
beschrieben Toriyama et al. (2002) einen Zellsaum aus Zellen, die morphologisch 
Fibroblasten ähnelten und sich dem subkutan implantierten Matrigel anlagerten. [90] 
Als charakteristische Merkmale wurden ein gut entwickeltes glattes 
endoplasmatisches Retikulum, eine hohe Anzahl von Mitochondrien, sowie die 
Tendenz zur Lipideinlagerung beschrieben. [90] Dies entspricht unseren 
Beobachtungen in den untersuchten Matrigelgruppen (siehe Abbildungen 6, 7, 15 
und 16) mit axialer Gefäßversorgung, in denen der Zellsaum vor allem an den 
Rändern des implantierten Matrigels nachgewiesen werden konnte. Das von Akhtar 
et al. (2002) beschriebene positive Ergebnis für die Kapillardichte konnte in unseren 
Versuchen bestätigt werden. [2, 22] Die Matrigelgruppe zeigte bereits nach 20 Tagen 
(siehe Tabellenanhang) den höchsten Mittelwert für die Kapillardichte, jedoch konnte 
für beide Untergruppen (axiale bzw. randomisierte Vaskularisation) kein signifikanter 
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Unterschied nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu unserer Studie, konnte in den 
Arbeiten von Kawaguchi et al. (1998) und Tabata et al. (2000) ein histologisch 
deutliches Wachstum von Fettzellen in injiziertem Matrigel bei Mäusen nachgewiesen 
werden. Als möglicher Erklärungsansatz für die unterschiedlichen Ergebnisse dient 
die breite Fläche für die Invasion von Zellen, die in Arbeiten von Kawaguchi et al. 
(1998) und Tabata et al. (2000) zu Grunde lag. Diese Methode wird als Matrigel Plug 
Asssay bezeichnet und basiert auf der Invasion von Fettgewebsvorläuferzellen aus 
dem umgebenden Gewebe. [6] Hierbei wird Matrigel in vorhandenes Fettgewebe 
injiziert und führt dadurch zur gleichzeitigen Differenzierung und Invasion von lokalen 
Präadipozyten (de novo-Adipogenese) bzw. Fibroblasten. Sowohl die vorliegende 
Arbeit als auch vergleichbare und bereits publizierte Untersuchungen unter 
Verwendung des Matrigel Plug Assays geben Anlass, die von Kawaguchi et al. 
(1998) aufgestellte These über die de novo-Adipogenese kritisch zu hinterfragen. [6, 
19] Lediglich in bereits vorhandenem Fettgewebe konnte die Adipogenese unter 
Anwendung von Matrigel basierten Gelen induziert werden; [48, 88] eine eindeutige 
Abgrenzung bzw. Unterscheidung zwischen neu gebildetem und bereits 
vorhandenem Fettgewebe konnte bisher nicht erzielt werden. [6] 
Vergleichbare Studien über die Langzeitimplantation von quervernetzter 
Hyaluronsäure [3] decken sich mit unseren Ergebnissen. Die im Vergleich zu 
anderen Matrizen deutlich verlängerte Verweildauer sowie der relativ geringe 
Substanzverlust beruht auf der besonderen Struktur des hyaluronsäurehaltigen Gels 
(HYADD-3), das mit dem Ziel entwickelt wurde, die in vivo Verweildauer von 
Hyaluronsäure zu erhöhen. [16] Das Amid der Hyaluronsäure weist nicht nur eine 
erhöhte Resistenz gegenüber Hyaluronidasen auf, sondern bietet auch eine erhöhte 
Bindungskapazität für transplantierte oder invadierende Zellen. [16] Implantierte 
Hyaluronsäure in Kombination mit Präadipozyten zeigte in der vorliegenden Studie 
eine hohe Anzahl differenzierter Adipozyten. Ein Grund dafür liegt in der 
Präadipozytenkultur, in der eine starke Wechselwirkung zwischen Hyaluronsäure und 
Präadipozyten besteht. [15] Calvo et al. (1993) konnte zeigen, dass Präadipozyten 
nach Stimulation mit Dexamethason große Mengen an Hyaluronsäure exprimieren 
und ging dabei von einer starken Interaktion zwischen Hyaluronsäure in der 
Extrazellulärmatrix und Präadipozyten aus. Die Autoren führten diese Erkenntnis auf 
eine Interaktion zwischen Hyaluronsäure und den an der Oberfläche der 
Präadipozyten exprimierten Bindungsproteinen zurück. Die relativ geringe 
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Kapillardichte in den Präparaten nach 20 Tagen deutet darauf hin, dass HYADD-3 
eine schwächere gefäßinduzierende Wirkung hat als beispielsweise Hyaluronsäure-
Oligosaccharide (OHA). [62] Im Vergleich zur nativen Hyaluronsäure, konnten 
Montesano et al. (1996) für OHA einen höhere angiogenetische Potenz anführen. In 
gleicher Weise erbreachten Baier Leach et al. (2003) einen Nachweis für den 
positiven Einfluss von vernetzten Hyaluronsäuregelen auf die Neoangiogenese. [7] 
Des Weiteren konnte die von Fidia Advanced Biopolymers s.r.l (Abano Terme, 
Italien, F.A.B.) postulierte längere Verweildauer von HYADD-3 ebenfalls 
nachgewiesen werden (Produktinformation F.A.B.). Dies spiegelt sich zum Beispiel in 
den hohen Gewichten wieder, die bei HYADD-3 auch nach 40 Tagen noch 
dokumentiert werden konnten (siehe Abb. 23). Der positive Effekt von Hyaluronsäure 
basierten Matrizen auf die Transplantation von Präadipozyten wurde durch Halbleib 
et al. (2003) beschrieben. [38] Damit kann Hyaluronsäure als Basis für die de novo-
Adipogenese den neuen Goldstandard darstellen. 
Die Anwendung von Kollagenmatrices im Tissue Engineering ist durch den Einsatz 
von hauptsächlich bovinem Kollagen eingeschränkt, da es aufgrund seiner Spezies-
spezifität wesentlich zur Resorption des Transplantates beiträgt. [57] Dieser Effekt 
wird auf den antigenen Stimulus des xenogenen Transplantats (xenogenes Kollagen) 
zurückgeführt. [49]  Unter Verwendung von rekombinantem humanen Kollagen 
konnte die Resorptionsrate der Kollagenträgermatrizen deutlich gesenkt werden. [96] 
Ein Vergleich zwischen Kollagen Gel und Hyaluronsäure Gel ist in der Literatur zwar 
ebenfalls zu finden, kann aber in diesem Zusammenhang nur bedingt in die 
Beurteilung der Ergebnisse mit einfließen. Die Ergebnisse aus der Literatur beziehen 
sich hauptsächlich auf die klinische Applikation von Kollagen oder Hyaluronsäure 
basierten Gelen zur fazialen Augmentation. [77] Gele dieser Art bieten grundsätzlich 
andere Eigenschaften aufgrund ihrer differenten molekularen Struktur. [53] Als 
Beispiel ist Zyplast® zu nennen, dass durch die Quervernetzung mittels 
Glutaraldehyd eine veränderte biochemische Struktur aufweist. Die Verweildauer im 
Organismus wird durch diese Modifikation verlängert. Gleichzeitig bietet Zyplast® auf 
Grund dieser Quervernetzung wiederum einen antigenen Stimulus. [53, 57] 
Bei der statistischen Auswertung der Gewichte bei Explantation in den 20-Tage 
Gruppen zeigt das HYADD-3 Gel gegenüber Matrigel und Kollagengel signifikant 
höhere Werte, wohingegen die Gewichtsunterschiede zwischen dem Kollagengel 
und Matrigel nicht signifikant (siehe Tabellenanhang) waren. 
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In den Untergruppen mit randomisierter Vaskularisation konnten beim HYADD-3-Gel 
im Vergleich zu den beiden anderen Trägermatrizen signifikant höhere Gewichte 
nachgewiesen werden, während bei den anderen Parametern (Adipozyten- und 
Kapillardichte) keine signifikanten Unterschiede gefunden werden konnten. Dies 
deutet darauf hin, dass es unter einer randomisierten Vaskularisation nach 20 Tagen 
zu einer relevanten Resorption des implantierten Gels kommt, die je nach Gelstruktur 
variiert. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Resorptionsmenge 
zwischen Kollagengel und Matrigel. Dies weist darauf hin, dass HYADD-3, wie von 
F.A.B. beschrieben, gegenüber anderen Gelarten eine längere Gewebsverweildauer 
aufweist. Die Gruppen mit axialer Vaskularisation zeigten zwar teils erhebliche 
Gewichtsunterschiede, jedoch lagen diese oberhalb des Signifikanzlevels von α = 
0.05. Beispielsweise lag der Signifikanzwert für den Vergleich zwischen HYADD-3 
und Matrigel bei p = 0,069, jedoch stellte sich in diesem Zusammenhang die 
Differenz der Mittelwerte mit 0,331 g relativ hoch dar (siehe Tabellenanhang). 
Wahrscheinlich wäre eine statistische Signifikanz bei einer höheren Anzahl von 
Versuchstieren zu erzielen gewesen. In den Öl-Rot Tests zeigte sich außerdem noch 
ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Hyaluronsäure Gruppe und der 
Kollagen Gruppe. Die deutlich stärkere Ansammlung von Lipiden in der 
hyaluronsäurehaltigen Matrix unterstützt die zuvor geäußerte These, dass für 
Präadipozyten eine Umgebung mit hoher Konzentration von Hyaluronsäure eine 
optimierte Situation für die Transplantation darstellt. [15] Dies wird unterstützt durch 
die von Calvo nachgewiesene Interaktion zwischen Präadipozyten und 
Hyaluronsäure, die sich wahrscheinlich auf der Interaktion zwischen 
Matrixbindungsmolekülen in der Zellwand und den Hyaluronsäure-Peptiden gründet. 
[15]  
Der Langzeitexplantationszeitpunkt nach 40 Tagen bestätigte weitgehend die 
Ergebnisse der 20-Tage Gruppe. In Bezug auf die Gewichte bei Explantation zeigte 
sich weiterhin ein sehr hoher Mittelwert (0,86 g) für die HYADD-3 Gele, während die 
Gewichte für die anderen Gelarten im Vergleich zum 20 Tage Zeitpunkt stark 
abfielen. Wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, fiel das Gewicht in der Matrigel 
Gruppe mit axialer Vaskularisation annähernd auf das Niveau der Gruppe mit 
randomisierter Vaskularisation. Der deutlichste Unterschied im zeitlichen Verlauf (20 
– 40 Tage) ergab sich für die Kollagengel Gruppen. Während die axiale 
Vaskularisationsgruppe im Mittel eine Steigerung des Gewichts aufwies, zeigte die 
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randomisierte Vaskularisationsgruppe eine vollständige Resorption. Nach 40 Tagen  
konnte sowohl für das Kollagengel  als auch für das HYADD-3 Gel signifikant höhere 
Werte gegenüber Matrigel (p<0,05, siehe Tabellenanhang) nachgewiesen werden, 
wohingegen HYADD-3 gegenüber dem Kollagengel keinen signifikanten Unterschied 
aufwies. Dies entspricht im Allgemeinen den in der Literatur vorhandenen 
Ergebnissen.  In diesem Zusammenhang verglichen Narins et al. (2003) in einer 
doppelblinden Multicenter-Studie das ästhetische Ergebnis nach Implantation von 
bovinem Kollagen-Gel (Zyplast®) oder stabilisierter Hyaluronsäure. [66] Es konnte 
gezeigt werden, dass das Hyaluronsäurepräparat bei 62% der Patienten eine 
Verbesserung des ästhetischen Ergebnisses bewirkte, während dies beim Kollagen-
Präparat lediglich in 8% der Fälle zutraf. Die Autoren erklärten dies mit einer 
längeren Verweildauer des verwendeten Hyaluronsäurepräparats und einer somit 
niedrigeren Resorptionsrate. [66] Diese Beobachtungen stimmen mit den 
Ergebnissen und Schlussfolgerungen unserer Untersuchungen überein. Nach 40 
Tagen konnten bei den Gewichten zwar  keine signifikanten Unterschiede ermittelt 
werden, jedoch ergab sich in der Analyse der histologischen Öl-Rot Färbung  ein 
signifikanter Unterschied zwischen dem Kollagengel und dem HYADD-3 Gel 
(p<0,05), was auf ein höheres Fettgewebswachstum rückschließen lässt. Das 
HYADD-3 Gel in Verbindung mit in vitro kultivierten Präadipozyten ist daher 
gegenüber dem Kollagengel hinsichtlich Verweildauer und Überlebensrate der 
transplantierten Präadipozyten ein überlegenes Trägermaterial.  
Der  entscheidende Vorteil von HYADD-3 gegenüber Matrigel liegt in der fehlenden 
kanzerogenen Potenz und einer längeren Verweildauer im Organismus. Matrigel ist 
aufgrund seiner Herstellung als potenziell kanzerogen einzustufen. Der, in der 
vorliegenden Arbeit verwendete, Auszug aus Extrazellulärmatrix wird aus dem 
Engelbreth-Holm-Swarm Tumor der Maus gewonnen (Produktinformation Serva). 
Eine in vivo-Applikation in der Humanmedizin muss daher ausgeschlossen werden. 
In der vorliegenden Studie konnten für die histologisch erhobenen Kapillardichten 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen gefunden werden, 
womit die gewebsinduzierende Wirkung von Matrigel unter den in der vorliegenden 
Studie geltenden Bedingungen in Frage gestellt werden muss. Die häufig 
beschriebene gewebsinduzierende Wirkung von Matrigel erfordert wahrscheinlich ein 
Biomaterial mit ausreichend Kontaktfläche für die Zellinvasion aus dem umgebenden 
Gewebe. [90] Eine Zellinvasion auf ausschließlich hämatogenem Weg ist nur 
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begrenzt möglich und erbringt nicht die erwartete und hinreichende Menge an de 
novo gebildetem Fettgewebe. Aufgrund dessen sind eingehende Untersuchungen 
der jeweiligen Trägermaterialien unter den Bedingungen einer subkutanen 
Implantation erforderlich, um detaillierte Aussagen  treffen zu können. Für klinische 
Anwendungen sind insbesondere die Resorptionsrate der einzelnen Gelarten als 
auch eventuell auftretende Fremdkörperreaktionen von besonderem Interesse.  
Semiquantitative Analysen hinsichtlich Adipozytenzahl und Gefäßdurchgängigkeit in 
den Gruppen mit axialer Vaskularisation zeigten keine signifikanten Unterschiede 
(siehe Tabellenanhang). Dies deutet die Messungenauigkeit einer semiquantitativen 
Bestimmungsmethode an, da die Messung der Adipozytendichte durch die digitale 
Öl-Rot Messung ein weitaus genaueres Ergebnis vermitteln konnte (siehe 
Tabellenanhang). 
 
 
5.1.2 Vergleich zwischen axialer und randomisierter Vaskularisation 
 
In den drei untersuchten Gelarten (HYADD-3 Gel, Kollagengel, Matrigel) konnte 
unabhängig voneinander gezeigt werden, dass die Gewebeneubildung in allen 
untersuchten Merkmalen (Gewicht, Lipiddichte und Auszählung der Kapillaren im 
histologischen Präparat) bei axialer Vaskularisation in stärkerem Maße gefördert wird 
als bei randomisierter Vaskularisation (siehe Abb.23, 24 und Tabellenanhang).  
Das, von einer Matrix umgebene, Gefäß zeigte immer eine Tendenz zur 
Angiogenese. 
Die Matrix an sich hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Angiogenese in den 
Gruppen mit randomisierter Vaskularisation (siehe Tabellenanhang), obwohl die 
implantierte Matrix jederzeit Kontakt zur gut vaskularisierten Subkutis hatte.  
Dies wirft die Frage auf, in welchem Ausmaß die Wachstumsfaktoren, die in Matrigel 
enthalten sind, eine angiogenetische Potenz besitzen bzw. welche 
Umgebungsvariablen (umgebende Zellen, ischämischer Reiz) gegeben sein müssen, 
damit sie diese Potenz entwickeln können. Bisherige Untersuchungen mit bFGF 
(basic fibroblastic growth factor) zeigten einen angiogenetischen Effekt unter 
kontinuierlicher Therapie, jedoch basieren diese Ergebnisse größtenteils auf der 
subkutanen Implantation von Matrigel in Mäusen.[56, 86] Das Matrigel Plug Assay 
stellt nach Auerbach et al. (2003) eine einfache Methode dar, die angiogenetische 
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Potenz einzelner Faktoren zu evaluieren und durch Fluorescein zu quantifizieren. In 
verschiedenen Versuchsansätzen wurden unter Anwendung des Matrigel Plug 
Assays die Eigenschaften verschiedener Wachstumsfaktoren auf die 
Neoangiogenese untersucht. [46] Die Einfachheit dieser Methode ermöglicht zwar 
eine hohe Fallzahl in vivo, bietet aber gleichzeitig nur eine unzureichende 
Standardisierbarkeit des Versuchaufbaus. Hinsichtlich der Implantationsbedingungen 
kann, je nach Tier und Implantationsort, nicht gewährleistet werden, dass die 
Vaskularisation der Empfängerstelle vergleichbar ist, was eine mangelnde 
Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaues zur Folge hat. Ein eindeutig 
reproduzierbarer Punkt für die Implantation im Empfängertier ist in Bezug auf diesen 
Versuchsaufbau nicht erzielbar aufgrund der operativen Variabilität und der nicht 
definierten subkutanen Vaskularisation. Hierdurch ist eine genauere Darstellung des 
Ausgangspunktes der Neoangiogenese in diesem Versuchsmodell nicht zu 
erreichen. In ähnlicher Weise stellt sich das Problem der Standardisierbarkeit auch 
bei der Explantation,  denn ohne eine zuvor implantierte und nicht resorbierbare 
Begrenzung kann nicht ausgeschlossen werden, dass vor Implantation bereits 
vorhandenes Gewebe mit explantiert wird. Eine Fluoreszenzmarkierung des 
implantierten Gels  bietet eine relativ unsichere Möglichkeit zur exakten Abgrenzung 
vom umgebenden Gewebe. Die Resorption von implantiertem Gel durch 
Makrophagen erschwert dabei eine genaue Abgrenzung. Zwar ist die in der 
vorliegenden Arbeit verwendete Vaskularisationsart in der Gruppe mit randomisierter 
Vaskularisation ebenfalls nicht ausreichend standardisierbar, jedoch ist die 
Fehlerquelle unter diesem Aspekt weitaus geringer als in dem klassischem Matrigel 
Plug Assay. Zudem sind Aussagen aus Studien, die ausschließlich auf Matrigel 
beruhen nur schwerlich auf die physiologische humane Situation übertragbar. 
Matrigel stellt einen Auszug von Extrazellulärmatrix aus einem Sarkom der Maus dar 
und ist daher potentiell als kanzerogen einzustufen. Es ist zwar bewiesen, dass 
Matrigel sowohl einen angiogenetischen als auch einen gewebsinduzierenden Effekt 
hat [2, 48, 88, 93], aber die Ergebnisse bleiben nur eingeschränkt beurteilbar. Denn 
maligne Tumoren zeigen eine deutliche Tendenz zur Angiogenese über eine 
Aktivierung des PAR1 Signaltransduktionsweges und einer vermehrten Exprimierung 
von VEGF. [97] Daher stellt sich die Frage nach einer Kanzerogenität von Matrigel im 
Zusammenhang mit den genannten Wachstumsfaktoren, die nicht ausgeschlossen 
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werden kann. Langzeitstudien über die Implantation von Matrigel bestehen bisher 
nicht. 
Die Interaktionsmechanismen von VEGF und bFGF sind bisher noch nicht völlig 
geklärt, jedoch gibt es Hinweise auf eine Verbindung zwischen diesen Faktoren. [22] 
Anscheinend ist bFGF ein potenter angiogenetischer Faktor, der von seiner Wirkung 
her vergleichbar ist mit VEGF. [44] Dabei wirkt bFGF jedoch weitaus unspezifischer 
als VEGF. Auch synergistische Effekte dieser Faktoren sind beschrieben. [5] Dies 
führte zu der Hypothese, dass bFGF zu einer Induktion von VEGF führt. [22] Diese 
Hypothese wird auch durch die o. g. Erkenntnis unterstützt, dass bFGF 
unspezifischer wirkt als VEGF.  
Mit Sicherheit sind die angiogenetischen Faktoren, wie bFGF und VEGF, die in 
Matrigel enthalten sind, maßgeblich an der gewebsinduzierenden Wirkung beteiligt. 
Ob dies jedoch der Hauptfaktor für die Neoadipogenese ist, bleibt ungeklärt. Eine 
Erklärungsmöglichkeit für die deutliche Neoadipogenese unter der Anwendung von 
Matrigel ist die Verbindung dieser beiden Wachstumsfaktoren. Dabei ist bFGF als der 
Faktor für die Proliferation von Adipozyten und Präadipozyten zu sehen und VEGF 
zusätzlich verantwortlich für eine ausreichende Vaskularisierung des neu gebildeten 
Gewebes.  
Im Hinblick auf die Kapillardichte in den ausgewerteten Histologien ist sowohl in den 
axialen Vaskularisationsgruppen als auch in den Präparaten aus randomisierter 
Vaskularisation kein signifikanter Unterschied festzustellen. Damit ist kein Einfluss 
der jeweiligen Matrizes auf die Neoangiogenese nachweisbar. 
Analog zu den Ergebnissen mit Matrigel ist auch bei den anderen beiden Gelen die 
randomisierte Vaskularisation nicht ausreichend für eine Gewebsbildung - trotz der 
Transplantation von Zellen. Damit ist festzustellen, dass eine randomisierte 
Vaskularisation, wie in dem vorliegenden Versuch gegeben, nicht ausreichend ist für 
eine Gewebsbildung. 
Für die Gruppen mit transplantierten Zellen lässt sich schlussfolgern, dass ohne ein 
vorbestehendes Gefäß in der Nähe der transplantierten Zellen die Aussicht auf 
Wachstum und Differenzierung dieser Zellen niedrig ist.  
Abschließend lässt sich schlussfolgern, dass der Implantationsort und seine 
Vaskularisierung somit eine wichtige Bedingung für das Ausmaß der Vitalität der 
transplantierten Zellen in gelbasierten gewebetechnologischen Konstrukten 
darstellen. Randomisierte Vaskularisation ist nicht ausreichend für transplantierte 
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Zellen. Die Ischämiezeit der Zellen ist nicht ausreichend, um die Zeit bis zur 
einsetzenden Angiogenese kompensieren zu können.  
 
 
5.2 Schlussfolgerung über die Bedeutung von transplantierten Zellen 
 
Die Implementation von Präadipozyten zeigte, unter Berücksichtigung der 
statistischen Auswertung hinsichtlich Gewicht und Markierung von Lipiden, ein  
signifikant höheres Ergebnis als das zellfreie Matrigel, das aus Extrazellulär-Matrix 
(ECM) Komponenten besteht (siehe Tabellenanhang).  Die Gruppe „HYADD-3 mit 
Zellen“ zeigte nach 40 Tagen deutlich höhere Gewichte gegenüber dem zellfreien 
Matrigel, sowohl bei axialer als auch bei randomisierter Vaskularisation (Abbildung 
23). Bei der histologischen Markierung der Lipide mittels Öl-Rot Färbungen zeigten 
sich signifikante Unterschiede in den Gruppen mit Zellen (Collagen G versus 
HYADD-3). Im Gegensatz zu Gelen mit Zellen entwickelt Matrigel zwar eine 
geringere Masse, zeigt aber ebenfalls eine deutliche de novo-Adipogenese 
(Abbildung 24). Man kann daher annehmen, dass die qualitative Güte des 
neugebildeten Gewebes sowohl bei Matrigel als auch bei mit Zellen besiedelten 
Gelen gleich ist. Der Unterschied wird vielmehr in der Quantität des gewonnen 
Materials deutlich. Demnach stellen gewebetechnologische Konstrukte, bestehend 
aus Präadipozyten und einem Trägergel, eine bessere Möglichkeit zur de novo-
Adipogenese dar als der bisherige Goldstandard (Matrigel). Dies gilt jedoch nur für 
das HYADD-3 Gel. Das Kollagengel bietet zwar ein ähnliches Massenergebnis wie 
Matrigel, liegt aber in der Adipozytendichte (nach 40 Tagen Implantation) deutlich 
unter den Werten für Matrigel.   
 
5.3 Vergleich des Gel mit Zellen Ansatzes gegenüber anderen Tissue Engineering 
Ansätzen 
 
Für den plastischen Chirurgen liegt der entscheidende Vorteil von gelbasierten 
Zellkonstrukten in ihrer Verformbarkeit, der je nach Einsatz fortdauernd ist oder nur 
initial mit anschließender Verfestigung. [37] Durch diese Eigenschaft kann die Größe 
des operativen Eingriffs maßgeblich verkleinert werden, da, im Gegensatz zu einem 
Schwamm oder einem Vlies, bei der Applikation von gelbasierten Tissue Engineering 
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Konstrukten keine Inzision mehr notwendig wird, sondern lediglich eine einfache 
Injektion. Ein weiterer Vorteil von gelbasierten Trägern ist die verbesserte 
Verbindung zwischen Trägermaterial und Zellen, da die schwierige und langwierige 
Besiedlung dieser Träger mit den zu transplantierenden Zellen eines der 
Hauptprobleme bei dem Einsatz von Schwämmen oder Vliesen im Bereich des 
Tissue Engineering ist. [81, 94] Des Weiteren stellen Zelldichte und Eindringtiefe 
noch immer ungelöste Probleme bei Vliesen und Schwämmen dar. [91] Diese 
Problematik besteht bei gelbasierten Zellkonstrukten nicht. Ihr Herstellungsprozess 
ermöglicht, die Zellen gleichmäßig in dem jeweiligen Gel zu verteilen, wodurch es zu 
einer genauen Zelldichte und einer homogenen Verteilung der Zellen im 
Trägermaterial kommt. Es sind verschiedene Probleme im Bereich der 
Langzeitanwendung von Gelen beschrieben worden. [26, 37] So war die 
Massenverringerung lange Zeit ein großes Problem [26], was jedoch durch die 
Einführung quervernetzter biokompatibler Substanzen bzw. die Verwendung von 
nicht resorbierbaren Materialien minimiert werden konnte. [34] Unterschiedliche Gele 
wurden bisher konstruiert; je nach Bedarf können resorbierbare, expandierende oder 
massenstabile Gele verwendet werden. Die biochemischen Eigenschaften von 
biokompatiblen Gelen werden zurzeit verstärkt untersucht [27] ,sowohl für das Tissue 
Engineering als auch für die Pharmakologie. Der Einfluss auf transplantierte Zellen 
muss jedoch im Einzelfall noch untersucht werden. Eine optimale Matrix für jede 
Zelllinie ist jeweils zu ermitteln. 
 
5.4 Vergleich mit ähnlichen Tiermodellen 
 
Im Bezug auf vergleichbare Ansätze zur Erforschung der de novo-Adipogenese in 
gelartigen Matrizen sind die Arbeiten von Kawaguchi et al. (1998), Cassell et al. 
(2001) und Tanaka et al. (2003) zu erwähnen. [22, 48, 89] Kawaguchi et al. (1988) 
injizierten bei 6 Wochen alten Ratten eine Mischung aus Matrigel und dem 
Wachstumsfaktor bFGF, wobei weder der Implantationsort, noch die 
Vaskularisationsart standardisiert waren. Weiterhin wurde als Basisgel lediglich 
Matrigel verwendet, das, aufgrund seiner Gewinnung aus dem Engelbreth-Holm-
Swarm Tumor der Maus, eine mögliche Anwendung bei Menschen ausschließt 
(siehe Kapitel 5.2). Somit bleiben viele Fragen, auch Matrigel betreffend, weiterhin 
offen. Zwar zeigte Kawaguchi et al. (1998), dass Matrigel einen 
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gewebsinduzierenden Effekt hat, trotzdem kann er aber keine Aussage über die 
Vorrausetzungen (z.B. Einfluss parakriner Faktoren) dafür oder den Grund für die de 
novo-Adipogenese geben.  
Cassell et al. (2001) zeigte Möglichkeiten der Standardisierbarkeit der 
Implantationsumgebung, wie z.B. durch den Einsatz von Polycarbonat-Kammern. 
[22] Die Verwendung von arteriovenösen Shunts in dieser Arbeit ermöglichte eine 
zum Teil reproduzierbare Vaskularisation, jedoch beinhaltete dieses Modell 
gleichzeitig die operative Problematik der Reproduktivität des AV-Shunts.  Tanaka et 
al. (2003) wies jedoch in seiner Studie nach, dass arteriovenöse Loops eine deutlich 
höhere angiogenetische Potenz besitzen als axiale Gefäßbündel. Als Erklärung dient 
das chirurgische Trauma, denn im Vergleich zu einer ligierten Vene und Arterie 
konnte kein signifikanter Unterschied für die neongiogenetische Potenz eines 
arteriovenösen Loops bewiesen werden. Eine simplifizierte operative Möglichkeit der 
Erzeugung einer standardisierten Vaskularisation wäre daher von Vorteil.  
In Analogie zu Kawaguchi et al. (1998) erwies sich auch bei Cassell et al. (2001 ) 
Matrigel wieder als der potenteste Gewebsinduktor. Es stellt sich daher die Frage, ob 
es nicht potente Tissue Engineering Konstrukte gibt, die das gleiche Ausmaß an 
Gewebeneubildung bieten, aber dennoch eine Anwendung beim Menschen 
erlauben. 
 
 
5.5 Vorschläge und Anregungen zur Verbesserung des vorliegenden 
Versuchaufbaus 
 
In Bezug auf die klinische Anwendung von gelbasierten Tissue Engineering Matrizen 
ist die Degradation der Gele im Langzeitintervall von Interesse. Daher wäre eine 
weitere Untersuchung der implantierten Gele im Langzeitverlauf notwendig; zwar 
geben die hier verwendeten 40 Tage Gruppen bereits einen Hinweis auf den Verlauf 
der Resorption der verschiedenen Gelarten, jedoch wäre gerade für das 
Hyaluronsäure-Gel eine noch längere Implantationszeit von großem Interesse. 
Explantationszeitpunkte von drei Monaten, einem halben Jahr und einem Jahr wären 
dabei denkbar. 
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 5.6 Vorschläge und Anregungen für die Anwendung gelbasierter Zellkonstrukte 
beim Menschen und weiterführende Forschungsschwerpunkte 
 
Das Tissue Engineering ist ein viel versprechender Weg für die Zukunft der 
modernen Humanmedizin. Neben anderen chirurgischen Fächern hat insbesondere 
die Plastische Chirurgie im Laufe der Jahre eine führende Rolle auf dem Gebiet der 
Erforschung des Weichgewebsersatzes übernommen. Bereits heute werden 
verschiedene Gele zur Auffüllung und Modellierung verschiedener 
Weichgewebsdefekte verwendet. [3] Der Einsatz dieser Methode zwecks  
Verpflanzung körpereigener Zellen wäre ein entscheidender Fortschritt in der 
modernen Medizin und würde der rekonstruktiven Chirurgie neue Möglichkeiten 
eröffnen. 
Im Bereich des Tissue Engineering sind Zellkonstrukte verschiedenster Art denkbar. 
Durch seine Verformbarkeit stellt das gelbasierte Zellkonstrukt eine Alternative zu 
den etablierten Matrizen (Schwamm, Mesh) dar. So könnte ein solches Gel zunächst 
nach gebräuchlichen Zellkulturroutinen behandelt werden und später erst in eine 
andere Form gebracht werden, in der die Zellen dann ausdifferenzieren können, 
nachdem das Gel in der jeweiligen Form polymerisiert ist.  
Ein komplexerer und auch deutlich weiterführender Ansatz ist die Kombination von 
verschiedenen Zelltypen in einem Gel. So wäre zum Beispiel zur Anregung der 
Angiogenese eine Co-Kultur von Endothelzellen oder auch 
Knochenmarksstammzellen mit Präadipozyten denkbar. Kokulturen von Fibroblasten 
und Keratinozyten haben bereits gezeigt, dass dadurch die Vitalität und 
Expansionsrate von Keratinozyten deutlich erhöht werden kann. [35] Eine mögliche 
Fragestellung ist, ob solch ein Tissue Engineering Konstrukt ein verbessertes 
Wachstum von Adipozyten gegenüber den in dieser Studie transplantierten Gelen 
zeigt. 
Ein interessanter Aspekt, der in anschließenden Studien untersucht werden könnte, 
ist der Resorptionsweg der Hyaluronsäure. Mit Sicherheit von hohem Interesse ist, 
ob und in welchem Ausmaß invadierende Präadipozyten die implantierten Gele 
resorbieren. Dies könnte durch eine Fluoreszenzmarkierung der implantierten Gele 
erreicht werden. 
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Eine weitere interessante Fragestellung bietet sich im Bereich der 
Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF und bFGF, und ihrer lokalen Langzeitdistribution 
an. Denn die in der Literatur ausgewiesenen positiven Effekte auf die Bildung von 
reifem Fettgewebe bei lokaler Langzeitdistribution von bFGF [30, 88] stellen einen 
Hinweis dar, um eine weitere Steigerung des Fettgewebswachstums zu ermöglichen. 
Zunächst sollte die Auswirkung von verschiedenen Konzentrationen dieser 
Wachstumsfaktoren auf die Differenzierung von Präadipozyten untersucht werden. 
Dabei sollte eine kontinuierliche Distribution dieser Wachstumsfaktoren angestrebt 
werden. [31] Des Weiteren müsste die Kompatibilität solch eines 
Langzeitdistributionssystems mit dem jeweiligen Gel getestet werden. 
Im weiteren Verlauf könnte auch eine Kombination dieser Ansätze untersucht 
werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit hätte ein Gel, das auf Hyaluronsäure basiert, 
besiedelt mit Präadipozyten und z.B. Endothelzellen eine Erhöhung der erzielten 
Fettgewebsmenge zur Folge, wenn zusätzlich noch eine konstante Distribution von 
bFGF und VEGF möglich wäre. Am Ende dieser Studien stände unter optimalen 
Bedingungen eine neue Möglichkeit für den Weichgewebsersatz und damit ein neues 
Instrument für die rekonstruktive Chirurgie. Als eine Vision für die spätere 
Anwendung wäre zum Beispiel eine minimal invasive Brustrekonstruktion denkbar. 
Nach einer gering invasiven Liposuktion oder Lipektomie könnten das so gewonnene 
Fettgewebe sowie die Endothelzellen zunächst in Kultur gebracht werden und nach 
einigen Wochen als Präadipozyten in Gel suspendiert zur Augmentation mittels 
Injektion verwendet werden. 
   58
6. Zusammenfassung 
 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Weichgewebeersatzes auf der 
Basis von biokompatiblen Materialien in Verbindung mit autologen Präadipozyten. 
Hierzu wurden drei verschiedene Gel-Arten (Matrigel, Kollagengel, HYADD-3 Gel) 
hinsichtlich ihrer Potenz, differenziertes und reifes Fettgewebe zu erzeugen, 
untersucht. 
Die Implantation der unterschiedlichen Biohybride erfolgte in einer standardisierten 
Umgebung mittels Acetal Polymer Kammern an immuninkompetenten Nacktratten. 
Für die Evaluation der angiogenetischen Potenz der jeweiligen Trägermaterialien 
wurden zwei Vaskularisationstypen (axial und randomisiert) untersucht. Die axiale 
Vaskularisation des Trägermaterials erfolgte mittels Transposition der Arteria und 
Vena femoralis superficialis in die Acetal Polymer Kammer. Die randomisierte 
Vaskularisation wurde durch direkten Kontakt der unterschiedlichen Gelarten zur 
Subkutis erzeugt.  
Die Gewebsformation ergab in den Gruppen mit Matrigelimplantat eine für 
Fettgewebe unspezifische Gewebeneubildung. Erst 40 Tage nach Implantation 
konnte in den Gruppen mit axialer Vaskularisation die Bildung von Fettgewebe 
verzeichnet werden. Hierzu analog verhalten sich die Ergebnisse für das Kollagen- 
und Hyaluronsäure-Gel, die beide mit Präadipozyten besiedelt waren. Nur die axiale 
Vaskularisation hatte ausreichend angiogenetisches Potential, um eine 
Gewebeneubildung zu unterstützen. Das HYADD-3 Gel, das auf dem Amid der 
Hyaluronsäure basiert, erzielte sowohl die längste in vivo-Verweildauer, als auch die 
höchste Quantität an differenziertem Fettgewebe, während das Kollagen-Gel  eine 
kürzere in vivo-Verweildauer und eine geringere Fettgewebsneubildung zur Folge 
hatte. Histologisch ließen sich nach 20 und nach 40 Tagen Fibrozyten und 
differenzierte Adipozyten nachweisen. 
Die vorliegende Arbeit bietet zum ersten Mal einen Ansatz der 
Fettgewebsaugmentation auf der Basis eines biodegradablen Hyaluronsäure-Gels. 
Es eröffnet sich damit eine neue Möglichkeit der gewebetechnologischen Herstellung 
von Fettgewebe auf der Basis von autologen Präadipozyten.  
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8. Anhang 
8.1   Abkuerzungsverzeichnis 
 
A.  Arterie 
bFGF  basischer Fibroblasten- Wachstumsfaktor 
CAD  computer assistierte 3-dimensionale Zeichnung 
CO2  Kohlendioxid 
ECM  Extrazellulär Matrix 
EGF  Epidermaler Wachstumsfaktor 
F.A.B. Fidia Advanced Biopolymers s.r.l , Abano Terme, Itlaien 
FCS  Fetales Kälberserum 
g  Gramm 
HYADD-3 Gel auf der Basis des Amids der Hyaluronsäure 
IGF-1  Insulin ähnlicher Wachstumsfaktor Typ 1 
Matrigel® Auszug aus der Extrazellulärmatrix des Engelbreth-Holm-Swarm-
Tumors  
mg  Milligramm 
ml  Milliliter 
mm  Millimeter 
µm  Mikrometer 
O2  Sauerstoff 
OHA  Hyaluronsäure-Oligosaccharide 
PBS  Phosphat gepufferte Natriumchlorid Lösung  
PDGF  Thrombozytärer Wachstumsfaktor 
PräA  Präadipozyten 
V.  Vene 
VEGF  vaskulär endothelialer Wachstumsfaktor 
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 8.2  Tabellenanhang 
Ergebnisse Gewicht bei Explantation (Signifikanztestung der Gruppen untereinander) 
One-Way ANOVA mit post-hoc Testung und Bonferroni-Adjustierung 
randomisierte Vaskularisation     
    Mean     
95 % Confidence 
Interval 
Gruppe Gruppe Difference Std. Error Significance
Lower 
bound 
Upper 
bound 
M 20 M 40 -0,0181 0,0652 1,000 -0,221 0,1848 
  H 20 -0,3152 0,0652 0,000 -0,5182 -0,1123 
  H 40 -0,4212 0,0652 0,000 -0,6242 -0,2183 
  C 20 0,142 0,0652 0,526 -0,0609 0,345 
  C 40 0,1799 0,0652 0,128 -0,0231 0,3828 
M 40 H20 -0,2971 0,0652 0,001 -0,5001 -0,0942 
  H 40 -0,4031 0,0652 0,000 -0,6061 -0,2002 
  C 20 0,1602 0,0652 0,274 -0,0428 0,3631 
  C 40 0,198 0,0652 0,062 -0,005 0,4009 
H 20 H 40 -0,106 0,0652 1,000 -0,3089 0,0969 
  C 20 0,4573 0,0652 0,000 0,2543 0,6602 
  C 40 0,4951 0,0652 0,000 0,2922 0,6981 
H 40 C 20 0,5633 0,0652 0,000 0,3603 0,7662 
  C 40 0,6011 0,0652 0,000 0,3982 0,8041 
C 20 C 40 0,0378 0,0652 1,000 -0,1651 0,2408 
       
       
axiale Vaskularisation     
    Mean     
95 % Confidence 
Interval 
Gruppe Gruppe Difference Std. Error Significance
Lower 
bound 
Upper 
bound 
M 20 M 40 0,147 0,11053 1,000 -0,1970 0,491 
  H 20 -0,331 0,11053 0,069 -0,6751 0,013 
  H 40 -0,4029 0,11053 0,011 -0,7469 -0,0589 
  C 20 -0,033 0,11053 1,000 -0,3770 0,3111 
  C 40 -0,2112 0,11053 0,035 -0,5552 0,1328 
M 40 H20 -0,4781 0,11053 0,001 -0,8221 -0,134 
  H 40 -0,5499 0,11053 0,000 -0,8939 -0,2059 
  C 20 -0,18 0,11053 1,000 -0,5240 0,1641 
  C 40 -0,3582 0,11053 0,035 -0,7022 -0,0142 
H 20 H 40 -0,718 0,11053 1,000 -0,4158 0,2722 
  C 20 0,2981 0,11053 0,150 -0,0459 0,6421 
  C 40 0,1199 0,11053 1,000 -0,2242 0,4639 
H 40 C 20 0,3699 0,11053 0,026 0,0259 0,7139 
  C 40 0,1917 0,11053 1,000 -0,1523 0,5357 
C 20 C 40 -0,1782 0,11053 1,000 -0,5222 0,1658 
       
  Signifikanz bei p < 0,05    
  Die p-Werte sind Bonferroni adjustiert   
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Ergebnisse Öl-Rot Auswertung (Signifikanztestung der Gruppen untereinander) 
One-Way ANOVA mit post-hoc Testung und Bonferroni-Adjustierung 
 
 
 
randomisierte Vaskularisation     
    Mean     
90 % Confidence 
Interval 
Gruppe Gruppe Difference Std. Error Significance
Lower 
bound 
Upper 
bound 
M 20 M 40 12,5609 7,94083 1,000 -10,1068 35,2285
  H 20 19,9633 7,94083 0,238 -2,7044 42,6309
  H 40 21,1906 7,94083 0,162 -1,477 43,8583
  C 20 21,2723 7,94083 0,158 -1,3954 43,9399
  C 40 21,2723 7,94083 0,158 -1,3954 43,9399
M 40 H20 7,4024 7,94083 1,000 -15,2653 30,0701
  H 40 8,6298 7,94083 1,000 -14,0379 31,2975
  C 20 8,7114 7,94083 1,000 -13,9563 31,3791
  C 40 8,7114 7,94083 1,000 -13,9563 31,3791
H 20 H 40 1,2274 7,94083 1,000 -21,4403 23,8951
  C 20 1,309 7,94083 1,000 -21,3587 23,9767
  C 40 1,309 7,94083 1,000 -21,3587 23,9767
H 40 C 20 0,0816 7,94083 1,000 -22,5861 22,7493
  C 40 0,0816 7,94083 1,000 -22,5861 22,7493
C 20 C 40 0 7,94083 1,000 -22,6677 22,6677
       
       
axiale Vaskularisation     
    Mean     
90 % Confidence 
Interval 
Gruppe Gruppe Difference Std. Error Significance
Lower 
bound 
Upper 
bound 
M 20 M 40 -454,3158 211,28826 0,560 -1057,4534 148,8219
  H 20 -545,4133 211,28826 0,201 -1148,5509 57,7244
  H 40 -682,706 211,28826 0,036 -1285,8436 -79,5683
  C 20 64,993 211,28826 1,000 -538,1447 668,1306
  C 40 -78,7775 211,28826 1,000 -681,9152 524,3601
M 40 H20 -91,0975 211,28826 1,000 -694,2352 512,0402
  H 40 -228,3902 211,28826 1,000 -831,5279 374,7475
  C 20 519,3087 211,28826 0,273 -83,8290 1122,4464
  C 40 375,5382 211,28826 1,000 -227,5995 978,6759
H 20 H 40 -137,2927 211,28826 1,000 -740,4304 465,8450
  C 20 610,4062 211,28826 0,091 7,2685 1213,5439
  C 40 466,6357 211,28826 0,491 136,5020 1069,7734
H 40 C 20 747,6989 211,28826 0,015 144,5612 1350,8366
  C 40 603,9284 211,28826 0,099 0,7907 1207,0661
C 20 C 40 -143,7705 211,28826 1,000 -746,9082 459,3672
       
  Signifikanz bei p < 0,05    
  Die p-Werte sind Bonferroni adjustiert   
 Signifikanz wird durch farbige Kennzeichnung markiert 
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Ergebnisse der ANOVA Testung -  semiquantitative Auswertung der 
Kapillardichte 
  
ANOVA 
 
Sum of
Squares
df Mean 
Square
F Sig.
Between 
Groups
,604 5 ,121
Within 
Groups
7,875 42 ,188
Randomisierte 
Vaskularisation
Total 8,479 47
,644 ,667
Between 
Groups
3,026 5 ,605
Within 
Groups
52,882 42 1,259
Axiale 
Vaskularisation
Total 55,908 47
,481 ,789
 
 
nach Bonferroni Adjustierung ist keine Signifikanz zwischen den Gruppen 
nachweisbar 
 
 
Ergebnisse der ANOVA Testung -  semiquantitative Auswertung der 
Adipozytendichte 
 
ANOVA 
 
Sum of
Squares
df Mean 
Square
F Sig.
Between 
Groups
,167 5 ,033
Within 
Groups
3,500 42 ,083
Randomisierte 
Vaskularisation
Total 3,667 47
,400 ,846
Between 
Groups
8,354 5 1,671
Within 
Groups
42,125 42 1,003
Axiale 
Vaskularisation
Total 50,479 47
1,666 ,164
 
 
nach Bonferroni Adjustierung ist keine Signifikanz zwischen den Gruppen 
nachweisbar 
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Ergebnisse der ANOVA Testung -  semiquantitative Auswertung der 
Blutgefäßpatenz 
 
ANOVA 
 
Sum of
Squares
df Mean 
Square
F Sig.
Between 
Groups
,000 5 ,000
Within 
Groups
,000 42 ,000
Randomisierte 
Vaskularisation
Total ,000 47
, ,
Between 
Groups
,854 5 ,171
Within 
Groups
8,625 42 ,205
Axiale 
Vaskularisation
Total 9,479 47
,832 ,534
 
nach Bonferroni Adjustierung ist keine Signifikanz zwischen den Gruppen 
nachweisbar 
 
 
Ergebnisse der ANOVA Testung – größte Entfernung Adipozyt - Blutgefäß 
 
ANOVA 
 
Sum of
Squares
df Mean 
Square
F Sig.
Between 
Groups
,000 5 ,000
Within 
Groups
,000 42 ,000
Randomisierte 
Vaskularisation
Total ,000 47
, ,
Between 
Groups
6,514 5 1,303
Within 
Groups
62,736 42 1,494
Axiale 
Vaskularisation
Total 69,250 47
,872 ,508
 
nach Bonferroni Adjustierung ist keine Signifikanz zwischen den Gruppen 
nachweisbar 
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